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PRÉAMBULE 
 
Le cancer est la principale cause de décès dans les pays occidentaux et le devient progressivement 
dans les pays moins développés. La recherche en cancérologie a basculé ces 15 dernières années de 
l’étude prédominante des mécanismes fondamentaux de la cancérogénèse vers une analyse 
translationnelle soutenue par l’émergence de 2 grandes familles de médicaments anticancéreux : les 
molécules ciblées, dominées par les inhibiteurs de tyrosine kinase, et l’immunothérapie, dominée par 
les inhibiteurs de « checkpoint ». Le travail de recherche translationnelle présenté dans cette thèse 
s’intéresse à une maladie, la leucémie myélomonocytaire chronique (LMMC), dont l’émergence est 
étroitement associée au vieillissement. C’est une maladie le plus souvent incurable et rapidement 
fatale. L’analyse de sa physiopathologie à partir d’échantillons issus de patient a pour objet de 
rechercher de nouvelles approches thérapeutiques. 
Dans le domaine des leucémies, l’année 1960 est une année charnière: deux chercheurs de 
l’université de Pennsylvanie identifient, dans les cellules leucémiques de patients atteints de 
leucémie myéloïde chronique, un réarrangement entre les chromosomes 9 et 22 (appelé 
chromosome Philadelphie) aboutissant à la formation d’un gène chimérique codant une protéine de 
fusion dotée d’une activité tyrosine kinase. Les années qui suivent permettent de démontrer 
l’importance de cet évènement moléculaire dans l’émergence de la maladie et de conceptualiser le 
cancer comme une maladie due à l’accumulation d’altérations génétiques somatiques dans une 
cellule et sa descendance.  
Cette vision réductionniste de l’oncogenèse, s’appuyant dans les années qui suivent sur la 
découverte des oncogènes et des gènes suppresseurs de tumeurs, conduit au modèle proposé en 
2000 par Robert Weinberg et Douglas Hannahan : ce modèle attribue aux cellules ayant accumulé 
des altérations oncogéniques un ensemble de propriétés qui résument les caractéristiques 
biologiques des tumeurs malignes : capacité d’auto-renouvèlement, indépendance vis-à-vis des 
signaux extracellulaires, résistance à la mort cellulaire, capacité à stimuler l’angiogénèse et à envahir 
les tissus à distance en formant des métastases.  
A cette évolution conceptuelle sont venus s’ajouter des progrès technologiques permettant 
d’identifier rapidement les altérations génétiques présentes dans chacune des cellules composant 
une tumeur, révélant une hétérogénéité intra-tumorale parfois considérable. Dans la LMMC, 
l’hétérogénéité intraclonale reste modérée, peut-être parce que les patients meurent avant que 
cette hétérogénéité n’apparaisse. Les altérations génétiques des cellules leucémiques, qui se sont 
accumulées dans une cellule souche hématopoïétique et sa descendance, sont assez stéréotypées. 
Elles associent des mutations somatiques affectant des gènes de la régulation épigénétique, de 
l’épissage des pré-ARN messagers et de la signalisation intracellulaire.  
Le concept de l’accumulation d’altérations génétiques, en grande partie due au hasard, ne résume 
pas le processus d’oncogenèse. Des anomalies moléculaires similaires sont observées dans des 
maladies dont l’expression clinique est hétérogène. Le développement d’une tumeur nécessite un 
microenvironnement spécifique qui affecte la croissance tumorale par des contacts cellulaires directs 
et des facteurs solubles. Ce microenvironnement est constitué schématiquement d’un stroma et de 
cellules de la réponse inflammatoire et immunitaire. Des altérations des cellules du stroma peuvent 
générer l’émergence du clone malade tandis que le développement d’un clone malade modifie les 
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propriétés du stroma. Le développement de la tumeur suppose que les cellules malades neutralisent 
la réponse immunitaire (on parle d’immuno-évasion et d’anergie des acteurs de la réponse 
immunitaire innée et adaptative). L’immunothérapie vise à rétablir une réponse antitumorale de 
manière passive (dans le cadre de la transplantation de cellules souches hématopoïétiques 
allogéniques par exemple) ou active (en rétablissant la cytotoxicité des lymphocytes T autologues par 
l’utilisation d’inhibiteurs de checkpoints immunologiques par exemple). Dans la LMMC, les 
interactions entre cellules du clone leucémique, cellules de la réponse immunitaire (qui peuvent être 
des cellules matures du clone leucémique) et stroma ont été très peu explorées. 
Dans ce travail de thèse centré sur la LMMC, deux populations cellulaires ont initialement retenu 
notre attention : 1. les cellules souches mésenchymateuses  qui interviennent dans la régulation de 
l’hématopoïèse normale au sein de la niche hématopoïétique et dans l’établissement et la 
pérennisation d’une hémopathie myéloïde. 2. Des cellules formant des îlots dans la moelle de 
certains patients atteints de LMMC, ayant une morphologie plasmocytoïde et exprimant fortement la 
chaîne α du récepteur à l’IL-3 (CD123), considérées de ce fait comme des cellules dendritiques 
plasmocytoïdes.  
Notre travail s’est rapidement focalisé sur cette seconde population : la présence, dans la moelle de 
patients présentant une maladie myéloproliférative, de cellules qui, lorsqu’elles sont normales, 
produisent des quantités massives d’interféron de type I, était intrigante puisque ces maladies sont 
généralement sensibles à l’interféron α. Nous avons exploré l’identité de ces cellules, leur origine, 
leurs fonctions et leur impact sur l’évolution de la maladie.  
La thèse défendue à l’issue de ce travail est que 1) les cellules CD123+ formant des îlots dans la 
moelle des patients atteints de LMMC sont bien des cellules dendritiques plasmocytoïdes ; 2) ces 
cellules appartiennent au clone malade ; 3) leur génération est associée à l’acquisition de mutations 
de la voie Ras générant un sous-clone dont la sensibilité à FLT3-ligand est accrue; 4) ces cellules 
restent capables de produire de l’interféron α mais en quantité relativement faible par rapport à des 
cellules dendritiques plasmocytoïdes de sujet jeune en bonne santé; 5) ces cellules inhibent la 
prolifération des cellules souches hématopoïétiques ; 6) la présence de cellules dendritiques 
plasmocytoïdes en excès n’a pas d’impact défavorable sur l’évolution de la maladie, contrairement à 
ce qui est observé dans les tumeurs solides.  
  
  
 5 
 
SOMMAIRE 
PRÉAMBULE ............................................................................................................................................. 3 
SOMMAIRE .............................................................................................................................................. 5 
ABRÉVIATIONS ......................................................................................................................................... 7 
INTRODUCTION ..................................................................................................................................... 11 
LA LEUCÉMIE MYÉLOMONOCYTAIRE CHRONIQUE (LMMC) ............................................................. 11 
Définition et caractéristiques démographiques de la LMMC........................................................ 11 
Critères diagnostiques ................................................................................................................... 13 
Présentation clinique ..................................................................................................................... 14 
Associations cliniques .................................................................................................................... 15 
Anomalies cytogénétiques ............................................................................................................ 17 
Anomalies moléculaires et pathogénèse ...................................................................................... 17 
Physiopathologie de la LMMC ....................................................................................................... 19 
Facteurs pronostiques et stratification ......................................................................................... 20 
Traitement ..................................................................................................................................... 22 
LEUCÉMIE MYÉLOMONOCYTAIRE CHRONIQUE ET CELLULES DENDRITIQUES PLASMOCYTOÏDES : DE 
L’HISTOIRE ANCIENNE … .................................................................................................................... 25 
De l’identification des pDCs à la présence d’îlots de pDC dans certaines hémopathies .............. 25 
LES CELLULES DENDRITIQUES PLASMOCYTOÏDES (pDCs) ................................................................. 28 
Une histoire mouvementée .......................................................................................................... 28 
Ontogénie des pDCs ...................................................................................................................... 32 
Caractéristiques des cellules dendritiques plasmocytoïdes .......................................................... 38 
Rôle des dellules dendritiques plasmocytoïdes dans la réponse immunitaire ............................. 43 
Implication des pDCs en oncologie ............................................................................................... 46 
OBJECTIFS DE L’ÉTUDE .......................................................................................................................... 54 
ARTICLE .................................................................................................................................................. 55 
A role for plasmacytoid dendritic cells in chronic myelomonocytic leukemia .................................. 55 
DISCUSSION ........................................................................................................................................... 86 
Les cellules CD123high qui s’accumulent dans la moelle de patients atteints de LMMC sont 
d’authentiques pDCs ......................................................................................................................... 86 
Il existe un excès de pDCs dans la moelle de 20% des patients atteints de LMMC .......................... 90 
Les pDCs s’accumulent dans la moelle plus que dans le sang de patients atteints de LMMC ......... 91 
Les pDCs des patients atteints de LMMC ne produisent que des quantités modestes d’interféron-α
 ........................................................................................................................................................... 92 
 6 
 
Les pDCs des patients atteints de LMMC appartiennent au clone tumoral et impliquent 
l’acquisition sous-clonale de mutations somatiques affectant la voie RAS. ..................................... 93 
Les CSH de LMMC riches en pDCs sont « primées » pour produire des pDCs .................................. 95 
Il existe une diminution du taux plasmatique et médullaire de Flt3-L dans les LMMC .................... 98 
Les pDCs inhibent la prolifération des cellules souches hématopoïétiques in vitro ......................... 99 
La richesse en pDC promeut l’accumulation de lymphocytes T régulateurs sans avoir d’impact 
pronostique défavorable ................................................................................................................. 100 
La présence de pDCs dans la moelle ouvre des perspectives thérapeutiques ............................... 101 
CONCLUSION ....................................................................................................................................... 103 
BIBLIOGRAPHIE .................................................................................................................................... 104 
ANNEXES .............................................................................................................................................. 128 
Eosinophil-rich tissue infiltrates in chronic myelomonocytic leukemia patients. ........................... 128 
CMML: clinical and molecular aspects ............................................................................................ 133 
 
  
 7 
 
ABRÉVIATIONS 
 
ADCC : cytotoxicité cellulaire dépendante des anticorps 
ADN : acide désoxyribonucléique 
ANCA: anticorps cytoplasmiques anti-neutrophiles 
ARCH: Age-Related Clonal Hematopoiesis 
ARN: acide ribonucléique 
ARNm: ARN messager 
AS DCs: cellules dendritiques AXL+ Siglec6+ (entité nouvellement décrite) 
ASE: agent stimulant l’érythropoïèse 
ASXL1: Additional Sex Combs Like 1 
BCOR: Bcl-6 co-repressor 
BCR: B-cell receptor 
BDCA-1: Blood Dendritic Cell Antigen 1 (=CD1c) 
BDCA-2: Blood Dendritic Cell Antigen 2 (=CLEC4C=CD303) 
BDCA-3: Blood Dendritic Cell Antigen 3 (=CD141) 
BDCA-4: Blood Dendritic Cell Antigen 4 (=neuropiline 1=CD304) 
BLNK: B-cell linker 
BST2: bone marrow stromal antigen 2 (= CD317 = tetherine) 
CBL : Casitas B-lineage Lymphoma 
CD123 (IL3-Rα): cluster de différentiation 123 ou chaîne α du récepteur à l’interleukine-3 
CD40L : CD40-ligand 
cDC : cellule dendritique conventionnelle  
CLP : progéniteur commun lymphoïde  
CLR : C-type lectin receptor 
CMP : progéniteur commun  myéloïde 
CMH: complexe majeur d’histocompatibilité 
CpG-ODN : oligodeoxyribonucléotide synthétique riche en régions CpG déméthylées  
CPSS : CMML-specific Prognostic Scoring System 
CSH : cellule souche hématopoïétique 
CSM : cellules souches mésenchymateuses 
CSPH : cellules souches et progéniteurs hématopoïétiques 
DAP12: DNAX activating protein of 12kDa 
DNMT3A: DNA-méthyl transférase 3A 
ERK: Extracellular signal-Regulated Kinase 
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ETNK1: ethanolamine kinase 1 
EZH2: Enhancer of Zeste Homolog 2 
FAB: (classification) French-American-British 
FGFR1: fibroblast growth factor receptor 1 
FISH: Hybridation in situ en fluorescence  
Flt3: Fms-like tyrosine kinase 3  
Flt3-L: Fms-like tyrosine kinase 3 ligand 
G-CSF: Granulocytes colony-stimulating factor 
GFM: Groupe Francophone des Myélodysplasies 
GITR-L: ligand du récepteur au TNF induit par les glucocorticoïdes  
GM-CSF: Granulocyte Macrophage Colony-Stimulating-Factor 
GMDP : progéniteur granulocytaire/monocytaire/dendritique 
GMP : progéniteurs granulomacrophagiques 
HSV: Herpes Simplex Virus 
ICOS: inducible T-cell co-stimulator 
ICOS-L: ligand de l’ICOS 
Id2: inhibitor of DNA binding 2 
Id3: inhibitor of DNA binding 3 
IDH2 : isocitrate déhydrogénase 2 
IDO : indoleamine-2,3-dioxygénase 
IFNα: interféron-α 
IFNAR : récepteur à l’IFNα 
IL-3: interleukine 3 
IL-4 : interleukine 4 
IL-6 : interleukine 6 
IL-10 : interleukine 10 
IL-12 : interleukine 12 
ILT : immunoglobulin-like transcripts 
ILT7: Immunoglobulin-Like Transcript 7 (=CD85g) 
IPC: IFNα producing cells (cellules productrices d’interféron-α) 
IRF7: Interferon Regulatory Factor 7 
IRF8: Interferon Regulatory Factor 8 
ITAM: immunoreceptor-based tyrosine activation motif 
ITIM: immunoreceptor-based tyrosine inhibition motif 
JAK2 : Janus Kinase 2 
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LAM : leucémie aigüe myéloïde 
LAPDC : leucémie aigüe à cellules dendritiques plasmocytoïdes 
LC : leukemia cutis (atteinte cutanée spécifique d’une hémopathie maligne) 
Lin : Lineage (combinaison de populations cellulaires matures définie pour une expérience donnée) 
LMC : leucémie myéloïde chronique 
LMCa : leucémie myéloïde chronique atypique 
LMMC : leucémie myélomonocytaire chronique 
LMMJ : leucémie myélomonocytaire juvénile 
LUC7L2 : Luc7-like 2 
MAII : maladie auto-immune ou inflammatoire 
MAP kinases: mitogen-activated protein kinases  
MDP : progéniteur monocytaire/dendritique 
MDSC : myeloid-derived suppressive cells (cellules myéloïdes immunosuppressives) 
MEP : progéniteur de mégacaryocytes et érythrocytes 
MM : myélome multiple  
MPO : myéloperoxydase 
MPP : progéniteur hématopoïétique multipotent 
Myd-88: myeloid differentiation primary response gene 88 
NF1: neurofibromin 1 
NF-κB: nuclear factor κB 
NK: (cellule) natural killer 
(souris) NSG: Non-obese diabetic (NOD) Severe Combined ImmunoDeficiency (SCID) γ (IL2Rγ-) 
OMS: organisation mondiale de la santé 
PAMP : motif moléculaire associé aux agents pathogènes (Pathogen associated molecular pattern) 
PCM1: pericentriolar material 1 
pDC: cellule dendritique plasmocytoïde 
PDGFRA: platelet-derived growth factor receptor A 
PDGFRB: platelet-derived growth factor B 
PD1: programmed death ligand 1 
PDL1: programmed death ligand 1 receptor 
PHF6: Plant Homeodomain-like Finger protein 6 
PI3K: Phosphoinositide 3 kinase 
PPDCM : prolifération de pDCs matures 
Pré-DC : précurseur de cellules dendritiques 
PRR: pattern recognition receptor 
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PTCRA: chaîne α du pré-TCR 
RER: reticulum endoplasmique rugueux 
RUNX1: Runt-related Transcription Factor1  
SCF: stem cell factor 
SDF-1α (CXCL12): stromal derived factor 1-α  
SETBP1: Set Binding Protein 1 
SF3B1: Splicing Factor 3B Subunit 1 
SMD : syndromes myélodysplasiques 
SMP : Syndromes myéloprolifératifs 
SMP/SMD : syndromes myéloprolifératifs/myélodysplasiques 
SMP/SMD-I : syndrome myéloprolifératif/myélodysplasique inclassable 
SMP/SMD-SC-T : syndrome myéloprolifératif/myélodysplasique avec sidéroblastes en couronne et thrombocytose 
SRSF2: Serine and Arginine Rich Splicing Factor 2 
STAT: Signal Transducer and Activator of Transcription 
Syk: spleen tyrosin kinase 
TCF4: Transcription Factor 4 
TCL1: T-Cell Lymphoma/Leukemia 1 
TCR : T Cell Receptor 
TET2: Ten-Eleven-Translocation méthylcytosine dioxygénase 2 
TLR: Toll-Like-Récepteur 
TNFα: tumor necrosis factor-α 
TPO: thrombopoïétine 
TGF-β: transforming growth factor β  
Treg: lymphocyte T régulateur 
TRAIL: TNF-related apoptosis –inducing ligand 
U2AF1: U2 Small Nuclear RNA Auxillary Factor 1 
VAF: Variant Allele Frequency 
VEGF: Vascular Endothelial Growth Factor 
VIH: virus de l’immunodéficience humaine 
ZRSR2: Zinc Finger CCCH-Type, RNA Binding Motif And Serine/Arginine Rich 2  
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INTRODUCTION 
 
LA LEUCÉMIE MYÉLOMONOCYTAIRE CHRONIQUE (LMMC) 
 
Définition et caractéristiques démographiques de la LMMC 
 
La leucémie myélomonocytaire chronique (LMMC) est une hémopathie myéloïde clonale 
appartenant à la catégorie des syndromes myéloprolifératifs / syndromes myélodysplasiques 
(SMP/SMD), instaurée en 1999 1 pour souligner les spécificités de certaines hémopathies myéloïdes 
rares présentant simultanément des caractéristiques prolifératives (telles que la présence d’une 
organomégalie ou la prolifération d’une ou plusieurs lignées myéloïdes), et dysplasiques (telles que 
l’hématopoïèse inefficace, la dysplasie des progéniteurs et des cellules matures et la cytopénie 
portant sur une ou plusieurs lignées myéloïdes). Ce regroupement provisoire d’entités mal 
caractérisées a été confirmé dans les versions ultérieures de la classification OMS des hémopathies 
myéloïdes et lymphoïdes 2,3. Les avancées récentes,  en particulier la caractérisation moléculaire des 
différentes entités, confirment la spécificité de ces formes de « chevauchement » entre syndromes 
myéloprolifératifs (SMP) et syndromes myélodysplasiques (SMD).  
A l’heure actuelle, les SMP/SMD regroupent  5 maladies : la leucémie myélomonocytaire juvénile 
(LMMJ), seul SMP/SMD pédiatrique, et 4 maladies touchant préférentiellement les sujets âgés, avec 
un âge médian au diagnostic de 72 ans et une prédominance masculine (ratio2-3 :1): la LMMC, la 
leucémie myéloïde atypique (LMCa), le SMP/SMD avec thrombocytose et sidéroblastes en couronne 
(anciennement appelé anémie réfractaire avec sidéroblastes en couronnes et thrombocytose), et 
une entité regroupant les SMP/SMD ne remplissant pas les critères des autres entités, les SMP/SMD 
inclassables. Le tableau 1 résume les principales caractéristiques et critères diagnostiques des 
différents SMP/SMD. 
Le diagnostic de SMP/SMD, selon la définition OMS 2016, requiert l’élimination de quelques autres 
maladies : la leucémie aigüe myéloïde (LAM) (définie par une blastose médullaire >20%), la leucémie 
myéloïde chronique (LMC) (démontrée par la présence d’un réarrangement de bcr-abl), et en cas 
d’hyperéosinophilie, une néoplasie myéloïde ou lymphoïde avec hyperéosinophilie (définie par la 
présence d’un réarrangement de PDGFRA, PDGFRB, FGFR1 ou la présence d’un transcrit de fusion 
PCM1-JAK2). 
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Tableau 1 : Caractéristiques et critères diagnostiques des SMP/SMD. La partie supérieure (en bleu) du tableau décrit les 
principales caractéristiques démographiques des différents SMP/SMD. La partie inférieure (en vert) résume les critères 
diagnostiques, selon la nouvelle version de la classification OMS (2016)
3
. SMP/SMD : syndrome myéloprolifératif/syndrome 
myélodysplasique ; LMMC : leucémie myélomonocytaire chronique ; LMCa : leucémie myéloïde chronique atypique ; 
SMP/SMD-SC-T : SMP/SMD avec sidéroblastes en couronne et thrombocytose ; SMP/SMD-I : SMP/SMD inclassable ; LMMJ : 
leucémie myélomonocytaire chronique juvénile. 
La LMMC est le plus fréquent des SMP/SMD avec une incidence d’environ 4 cas par million 
d’habitants et par an 4–6, probablement sous-estimée en raison de la « négligence » fréquente des 
formes asymptomatiques. Elle survient préférentiellement chez le sujet âgé (âge médian au 
diagnostic 73-78 ans) 4–7 avec une prédominance masculine (ratio 2 :1). Elle est très rare avant 50 ans 
(moins de 5% des cas). Le pronostic est globalement sombre avec une médiane de survie allant de 12 
à 36 mois selon les études. Outre les caractéristiques de la maladie, l’âge influence le pronostic, avec 
une survie plus longue des patients les plus jeunes, probablement liée aux comorbidités moins 
nombreuses et à la possibilité de réaliser une allogreffe (transplantation de cellules souches 
hématopoïétiques allogéniques), seul traitement curatif à l’heure actuelle. Les études 
épidémiologiques récentes suggèrent une tendance à l’amélioration du pronostic depuis 2005, ce qui 
correspond à l’introduction des agents déméthylants dans l’arsenal thérapeutique de la LMMC et 
l’élargissement des indications d’allogreffe 4,8. 
Le pronostic de la LMMC est grevé par la transformation en leucémie aigüe myéloïde qui survient 
dans 25% des cas.  Les facteurs prédictifs de cette transformation comprennent des caractéristiques 
clinico-biologiques (présence de blastes et de progéniteurs myéloïdes circulants, blastose médullaire 
et phénotype prolifératif), cytogénétiques (caryotype de haut risque) et moléculaires (mutation 
d’ASXL1) 9–14. Le pronostic après transformation est extrêmement péjoratif avec une médiane de 
survie inférieure à 5 mois. 
LMMC-0 LMMC-1 LMMC-2
Caractéristiques démographiques
Age 72 72 72 <14 ans (médiane 2 ans)
Incidence 1/100 LMC 1,2/million d'enfants
Médiane de survie 31 mois 19 mois 13mois 1 an 6 ans 2 ans
Critères diagnostiques
Leucocytes >13G/L >13G/L
Plaquettes >450 G/L
Monocytes <1 G/L et < 10% <1 G/L et < 10% >1G/L
Blastes sanguins 0-1% 2-4% 5-9%
Sidéroblastes en couronnes <15% >15% ou mutation de SF3B1
Blastes médullaires 0-5% 5-9% 10-19% <20% <20% <20% <20%
Dysplasie Dysgranulopoièse ≥1 Minime
LMMJ
LMMC
LMCa SMP/SMD -SC-T SMP/SMD-I
>1 G/L et >10% leucocytes
<15%
0-3
72
0,3/100000
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Dans 75% des cas, les patients atteints de LMMC meurent avant la transformation de la maladie en 
leucémie aiguë. Le décès résulte d’une dégradation insidieuse de l’état général et de complications 
infectieuses et hémorragiques liées aux cytopénies. L’anémie peut également influencer le pronostic, 
d’autant que les comorbidités cardio-vasculaires sont fréquentes. Ces dernières doivent être 
rapprochées de la fréquence des mutations de TET2 dans cette maladie et du fait qu’elle semble se 
développer souvent après une phase d’hématopoïèse clonale associée à l’âge (ARCH pour age-
related clonal hematopoiesis) 15: les ARCH avec mutation de TET2 augmentent le risque 
cardiovasculaire, aussi bien dans les modèles murins 16 que chez l’homme 17. 
Critères diagnostiques  
 
 La LMMC est caractérisée par une monocytose marquée (>1G/L et représentant plus de 10% des 
leucocytes circulants). La moelle, généralement riche, présente une hyperplasie granulomonocytaire 
et une dysplasie portant sur une ou plusieurs lignées myéloïdes. En l’absence de dysplasie, 
l’identification d’une anomalie clonale cytogénétique ou moléculaire et la persistance de la 
monocytose pendant plus de 3 mois, en l’absence d’arguments pour une monocytose réactionnelle 
(infection, maladie inflammatoire…), permettent de poser le diagnostic 3.  
Le tableau 2 résume les critères diagnostics tels qu’ils ont été définis dans la nouvelle version de la 
classification OMS (2016)3. 
 
Tableau 2 : Critères diagnostiques de la LMMC selon l’OMS 2016 
Une augmentation des polynucléaires neutrophiles et de cellules myéloïdes immatures circulantes 
est fréquemment observée dans la LMMC. Du fait de la dysplasie parfois très marquée des 
monocytes et des cellules de la lignée granuleuse, la distinction cytologique entre ces deux 
populations peut s’avérer ardue, voire impossible. Les cellules myéloïdes immatures observées dans 
ce contexte présentent les caractéristiques phénotypiques (CD15+, CD33+, HLA-DR-, CD11b+) et 
fonctionnelles (inhibition de la prolifération des lymphocytes T) de cellules myéloïdes suppressives 
18,19, appartiennent au clone tumoral et ont un impact négatif sur la survie. 
Monocytose persistante ≥1G/L et représentant ≥10% des leucocytes sanguins
Absence d'antécdent ou de critères diagnostiques de leucémie myéloïde chronique, de thrombocytémie essentielle, de polyglobulie de Vaquez ou de myélofibrose primitive
En cas d'hyperéosiniphilie, absence de réarrangement de  PDGFR α , PDGFRβ , FGFR1  et de translocation PCM1-JAK2
≥1 des critères suivants:
Dysplasie dans ≥ 1 lignée myéloïde
Anomalie clonale cytogénétique ou moléculaire acquise dans la lignée hématopoiétique
Monocytose persistant ≥3 mois en l'absence de causes de monocytose réactionnelle
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L’analyse des sous-populations monocytaires 20 sanguines par cytométrie en flux permet de 
distinguer très rapidement une LMMC, caractérisée par une augmentation (>94%) des monocytes 
classiques (CD14+, CD16-), d’une monocytose réactionnelle. La réponse à un traitement déméthylant 
s’accompagne d’une normalisation de la répartition des sous-populations monocytaires 21–24 . 
L’âge (déjà discuté), le nombre de leucocytes circulants et le pourcentage de blastes dans la moelle 
et le sang sont trois facteurs pronostiques bien identifiés. 
Historiquement, deux sous-groupes étaient distingués dans la classification FAB : les LMMC 
prolifératives définies par une leucocytose >13G/L, et les LMMC dysplasiques 25. Ce critère a été 
beaucoup discuté en raison de son caractère arbitraire, mais l’impact pronostique négatif de la 
composante proliférative ainsi définie a été validé dans une série récente de 305 cas 26 et cette 
distinction est réapparue dans la classification OMS de 2016. 
L’OMS a également défini 3 sous-groupes en fonction de la blastose médullaire et sanguine : les 
LMMC-0 (blastes médullaires 0-4%, blastes sanguins 0-1%), LMMC-1 (blastes médullaires 5-9%, 
blastes sanguins 2-4%), et LMMC-2 (blastes médullaires 10-19% ou présence de corps d’Auer, blastes 
sanguins 5-9%). Cette stratification a un impact pronostique majeur, avec des survies globales 
respectives de 31 mois, 19 mois et 13 mois 27. Le décompte des blastes dans ce contexte doit inclure 
les monoblastes et les promonocytes 28. 
Présentation clinique 
 
La présentation clinique de la LMMC est très hétérogène. Les formes précoces et/ou indolentes de la 
maladie consistent en une monocytose persistante mais isolée et souvent négligée. Une monocytose 
est souvent retrouvée sur des examens biologiques antérieurs lorsque le diagnostic de LMMC est 
posé. 
La présentation clinique la plus classique associe des symptômes non spécifiques liés à la 
composante proliférative (splénomégalie, hépatomégalie et plus rarement poly-adénopathies ou 
infiltration pleuro-péricardique) ou à la composante dysplasique (asthénie, dyspnée en lien avec 
l’anémie, syndrome hémorragique lié à la thrombopénie, infections liés à la dysplasie granulo-
monocytaire) de la maladie. Les signes généraux (fièvre, asthénie, amaigrissement), souvent associés 
aux formes prolifératives, pourraient traduire une élévation des cytokines pro-inflammatoires, 
fréquemment retrouvée dans la LMMC 29,30.  
Les atteintes extra-médullaires sont rares et dominées par les atteintes cutanées. Elles ne sont pas 
homogènes sur le plan histologique et leur impact pronostique dépend de cette histologie. La 
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survenue de lésions cutanées au cours d’une LMMC impose donc la réalisation d’une biopsie (cf 
chapitre LMMC et pDCs). 
Environ 10% des LMMC surviennent chez des patients qui ont été exposés à une chimiothérapie 
conventionnelle et/ou une radiothérapie. L’intervalle moyen de survenue de la LMMC après 
l’exposition est de 6 ans. Ces LMMC secondaires sont caractérisées par une thrombopénie plus 
marquée, un risque cytogénétique plus élevé et un pronostic plus péjoratif que les LMMC de novo 31–
33. 
Associations cliniques 
 
i) Maladies auto-immunes et inflammatoires 
 
La LMMC peut être associée à d’autres affections hématologiques, malignes ou non. Dans 20% des 
cas, une maladie auto-immune ou inflammatoire (MAII) survient avant ou au moment du diagnostic, 
plus rarement après 34. Les MAII les plus fréquemment observées sont la polyarthrite rhumatoïde, le 
psoriasis, le purpura thrombopénique idiopathique 35 (qui doit être suspecté quand la thrombopénie 
est associée à une moelle riche en mégacaryocytes), les vascularites systémiques à anticorps 
cytoplasmiques anti-neutrophiles (ANCA), et les connectivites 34,36–39. La présence d’une MAII ne 
semble pas avoir d’impact sur la survie globale 39. Ces MAIIs répondent généralement à un 
traitement immunosuppresseur classique, mais quand la progression de la LMMC justifie 
l’administration d’agents déméthylants, ces derniers améliorent le contrôle de la MAII 39,40. 
ii) Mastocytose systémique 
 
Une autre maladie hématologique classiquement associée à la LMMC est la mastocytose systémique. 
Dans 40% des cas de mastocytose systémique, une « maladie  hématologique clonale de lignée non 
mastocytaire » est présente, et il s’agit généralement d’une hémopathie myéloïde, le plus souvent 
une LMMC 41. Les mastocytes et les cellules myéloïdes présentent des anomalies cytogénétiques et 
moléculaires communes 42, ce qui montre qu’elles dérivent d’un même clone. Une mutation 
additionnelle de KIT  présente uniquement dans les mastocytes a été observée chez un patient 
présentant une LMMC associée à une mastocytose systémique, ce qui suggère l’expansion spécifique 
d’un sous-clone responsable de la mastocytose systémique (N Droin, données non publiées). Le 
pronostic des mastocytose systémiques est généralement dominé par celui de l’hémopathie clonale 
associée, et le traitement de cette dernière est donc au premier plan, mais des inhibiteurs de 
tyrosine kinase ou d’autres médicaments en cours d’évaluation peuvent être associés en cas de 
symptômes prononcés de mastocytose systémique 43. 
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iii) Proliférations histiocytaires 
 
L’identification d’un lien épidémiologique entre les proliférations myélomonocytaires et les 
désordres histiocytaires est récente. Quelques cas d’histiocytose langheransienne ou non-
langheransienne (maladie d’Erdheim-Chester) associée à une LMMC ont été rapportés, avec une 
appartenance au même clone prouvée ou fortement suspectée 44,45, une mutation additionnelle de 
BRAF V600E étant détectée dans les histiocytes 46. 
Ces observations ont été validées dans une étude récente de 189 patients présentant une 
histiocytose langheransienne, une maladie d’Erdheim-Chester ou une histiocytose mixte. Une 
hémopathie myéloïde était associée dans 10.1% des cas. Il s’agissait d’une LMMC dans 40% des cas. 
Des mutations affectant les voies de signalisation sont retrouvées dans les monocytes et les 
histiocytes. Elles peuvent être communes (impliquant généralement NRAS), ou distinctes (BRAF ou 
MAP2K1  dans les histiocytes et JAK2 ou CALR dans les monocytes) 47. Une autre étude a montré la 
coexistence de mutations de TET2, SRSF2 et BRAF V600E dans les histiocytes d’un patient présentant 
une histiocytose mixte et une leucémie aiguë myélomonocytaire 48. Ces observations suggèrent que 
la prolifération myélomonocytaire et la prolifération histiocytaire dérivent d’un même clone, des 
mutations additionnelles favorisant parfois l’expansion de types cellulaires différents avec une 
expression clinique spécifique. 
 
iv) Proliférations de cellules dendritiques plasmocytoïdes 
 
La prolifération de cellules dendritiques plasmocytoïdes associée aux LMMC, fréquemment 
rapportée dans la littérature,  est traitée dans un chapitre indépendant puisqu’elle constitue le point 
de départ de ce travail. 
 
v) Proliférations éosinophiliques 
 
Des cas d’infiltration tissulaire (pulmonaire, vésicale et cartilagineuse) par des polynucléaires 
éosinophiles ont récemment été rapportés chez des patients atteints de LMMC. Il s’agit d’infiltrats 
indépendants de toute éosinophilie sanguine et ne présentant pas les anomalies moléculaires 
caractérisant les néoplasmes myéloprolifératifs associés à une éosinophilie comme la fusion FIP1L1-
PDGFRA 49. 
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Anomalies cytogénétiques 
 
Des anomalies cytogénétiques sont détectées dans 30-40% des LMMC. Les anomalies les plus 
fréquemment retrouvées sont une trisomie 8, une perte du chromosome Y, une monosomie 7 ou 
une perte du bras long du chromosome 7, et un caryotype complexe (≥ 3 anomalies) 50–53. Des 
anomalies cytogénétiques additionnelles peuvent être acquises au moment de la transformation en 
leucémie aiguë myéloïde 54. 
Anomalies moléculaires et pathogénèse 
 
Il n’existe pas de mutation spécifique de la LMMC, mais il existe une combinaison caractéristique de 
mutations récurrentes affectant plusieurs fonctions biologiques, principalement la régulation 
épigénétique [TET2 (60%), ASXL1 (40%), DNMT3A, EZH2, IDH2…], l’épissage des pré-ARN messagers 
[SRSF2 (50%), U2AF1, SF3B1, ZRSR2, LUC7L2], et la signalisation intracellulaire [CBL (20%), NRAS 
(15%), KRAS (15%), NF1, JAK2…]. Des mutations de RUNX1 (10%), PHF6, BCOR, SETBP1, et ETNK1 sont 
également retrouvées avec une certaine régularité. Les mutations affectant une fonction biologique 
donnée, par exemple l’épissage des ARN pré-messagers, sont dans la majorité des cas mutuellement 
exclusives 10,55. La figure 1 représente les mutations récurrentes identifiées par séquençage d’exome 
total dans les monocytes de 49 patients atteints de LMMC 55. 
 
 
Figure 1 : Mutations récurrentes observées dans la LMMC. Reproduit d’après Merlevede et al, 2016 
55
. Le séquençage 
d’exome total  des monocytes de patients atteints de LMMC (n=49) met en évidence l’association caractéristique chez 
chaque  patient (chaque colonne représente un patient) de mutations  affectant la régulation épigénétique, l’épissage des 
pré-ARN messagers et la signalisation. Les polymorphismes nucléotidiques simples non synonymes sont représentés en 
bleu, les délétions et les insertions entraînant un décalage du cadre de lecture en orange et en vert respectivement, les 
délétions n’en entraînant pas en jaune,  les  mutations aboutissant à une protéine tronquée en rouge, et les mutations 
affectant le site d’épissage en violet. Les cases multicolores correspondent à la co-existence de deux mutations au sein du 
même gène. 
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Le séquençage de l’exome complet dans les monocytes de patients atteints de LMMC identifie une 
moyenne de 14 mutations par patient, comparable à ce qui est observé dans les LAM et les SMD. Par 
rapport aux tumeurs solides, en particulier au mélanome malin et au cancer du poumon, ce nombre 
est faible 15,55,56. Le nombre moyen de mutations récurrentes est en moyenne de 3,1 par patient. Le 
séquençage ciblé de 9 gènes fréquemment mutés dans la LMMC permet de retrouver une anomalie 
clonale chez plus de 90% des patients, ce qui s’avère utile en cas de diagnostic incertain (en l’absence 
de dysplasie par exemple) 57. Les altérations moléculaires associées à la maladie sont donc 
relativement homogènes. 
L’étude de l’architecture clonale révèle une dominance clonale précoce, au stade de la cellule souche 
hématopoïétique CD34+,CD38-,CD90+. L’acquisition des mutations est essentiellement linéaire, et les 
cellules les plus mutées ont un avantage compétitif au cours de la différentiation puisque 
l’hétérogénéité moléculaire observée dans les cellules les plus immatures a disparu dans les cellules 
matures comme les monocytes. La première mutation acquise est généralement une mutation 
affectant la régulation épigénétique, le plus fréquemment TET2  58,59. L’acquisition de TET2 au stade 
de la cellule souche hématopoïétique (CSH), spécifique de la LMMC, pourrait influencer l’expansion 
granulomonocytaire observée dans la maladie 60,61. La deuxième mutation implique généralement 
l’épissage, le plus fréquemment SRSF2. Les mutations impliquant la signalisation (RAS et CBL le plus 
souvent) surviennent plus tard au cours de la maladie et sont probablement en partie corrélée à la 
phase clinique symptomatique de la maladie 58,62. La LMMC et les autres SMP/SMD de l’adulte 
semblent survenir très souvent chez des sujets présentant une hématopoïèse clonale de signification 
indéterminée (impliquant alors une mutation de TET2 ou ASXL1). La survenue d’une mutation 
additionnelle est responsable de l’apparition de la monocytose qui définit la maladie. La plupart des 
gènes fréquemment mutés dans la LMMC ont été décrits dans les hématopoïèses clonales de 
signification indéterminée, qui sont des anomalies liées au vieillissement 63–65. De plus, l’analyse du 
génome complet des monocytes de patients atteints de LMMC révèle une signature caractéristique 
du vieillissement 15,55.  
La caractérisation moléculaire ultérieure des autres SMP/SMD de l’adulte, qui sont également des 
pathologies du sujet âgé, a révélé une association identique de gènes affectant la régulation 
épigénétique, l’épissage et la signalisation. Les gènes les plus fréquemment retrouvés dans chaque 
famille diffèrent pour les différents SMP/SMD, ce qui pourrait expliquer en partie les différences 
phénotypiques observées. La figure 2 résume le modèle de pathogénèse proposé pour les différents 
SMP/SMD de l’adulte 66. 
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Figure 2 : Evolution clonale dans les principaux SMP/SMD. Adapté d’après Deininger et al, Nature Rev Cancer 2017 
66
. Les 
premières mutations affectent généralement des gènes impliquant la régulation épigénétique (TET2, ASXL1, EZH2…), suivies 
par des mutations affectant l’épissage des pré-ARN messagers (SRSF2, U2AF1, SF3B1…) puis de mutations affectant la 
signalisation intracellulaire (NRAS, KRAS, CBL, JAK2…). La combinaison de mutations de SF3B1 et JAK2 est caractéristique 
des SMP/SMD avec sidéroblastes en couronne et thrombocytose. 
 
Physiopathologie de la LMMC 
 
Outre les mécanismes moléculaires évoqués ci-dessus, d’autres facteurs sont impliqués dans la 
pathogénèse de la LMMC. 
i) L’hypersensibilité aux facteurs de croissance 
 
A l’instar de la LMMJ, les cellules souches et les progéniteurs hématopoïétiques (CSPH) présentent 
une hypersensibilité au GM-CSF avec une formation spontanée de colonies myéloïdes in vitro, et une 
augmentation de la phosphorylation de STAT5 67,68. Ce phénomène est particulièrement marqué chez 
les patients présentant une mutation activatrice dans un gène de la voie RAS ou plus généralement 
de la signalisation, mais il n’est pas exclusif de cette situation. Cette hypersensibilité ouvre des 
perspectives thérapeutiques en suggérant une efficacité du ciblage de la voie JAK/STAT par des 
inhibiteurs de JAK2, de la neutralisation de la signalisation induite par le GM-CSF par des anticorps 
monoclonaux dirigés contre le GM-CSF ou de l’inhibition de la voie PI3K/AKT en aval 69. Ces pistes 
thérapeutiques sont en cours d’exploration 29,70. 
ii) Les anomalies monocytaires 
 
Les monocytes qui s’accumulent dans la LMMC présentent plusieurs anomalies qui les distinguent 
des monocytes des sujets sains. Outre la dysplasie cytologique, il existe des anomalies phénotypiques 
telles qu’une expression aberrante de CD2 et de CD56, et une augmentation de l’expression de 
CD123 71,72. La répartition des sous-populations monocytaires est également perturbée, avec une 
accumulation spécifique des monocytes classiques CD14+, CD16-. Les monocytes de LMMC 
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présentent aussi un défaut de différentiation en macrophages 18 et d’apoptose (F Debeurme, 
données non publiées), qui contribuent  partiellement à l’augmentation des monocytes circulants. 
Plusieurs études ont démontré un rôle important du dialogue entre cellules matures du clone et CSH 
dans les syndromes myéloprolifératifs. Dans la leucémie myéloïde chronique par exemple, les 
polynucléaires neutrophiles sécrètent de l’IL-6 qui confère un avantage de prolifération aux cellules 
souches leucémiques, créant ainsi un rétrocontrôle positif dont l’inhibition prévient le 
développement de la maladie chez la souris 73,74. L’influence des différentes cellules différenciées du 
clone (monocytes, cellules myéloïdes immatures) sur les CSH est actuellement étudiée dans notre 
équipe. 
iii) Le microenvironnement tumoral 
 
Plusieurs modèles murins ont montré qu’un microenvironnement pathologique pouvait générer 
l’émergence d’un clone leucémique autonome 75–78. Les cellules souches mésenchymateuses (CSM) 
sont un des principaux composants du microenvironnement médullaire. Elles ont un rôle dans le 
recrutement, la protection, la régulation de la prolifération ou la dormance, et la différentiation des 
CSPH. Elles sont dotées de propriétés immunosuppressives leur permettant de réguler 
l’inflammation au niveau médullaire. Elles donnent naissance aux cellules de 3 lignées cellulaires qui 
sont des composantes du microenvironnement médullaire : ostéoblastique, chondroblastique et 
adipocytaire. Dans les SMD, plusieurs études ont rapporté des anomalies de clonogénicité, 
d’expansion et de différentiation des CSM, ainsi qu’une dysplasie et une sénescence de ces cellules 
79,80. L’analyse de l’expression des gènes dans les CSM triées (avant culture) révèle l’activation de 
programmes inflammatoires dans les SMD en comparaison avec les mêmes cellules chez les sujets 
sains 81. Les CSM des patients atteints de LMMC présentent aussi des anomalies d’expansion et de 
différentiation (C Jego, N Lucas, données non publiés). 
 
Facteurs pronostiques et stratification  
 
Les premiers scores pronostiques proposés dans la LMMC ont démontré l’importance de l’âge, de 
l’hyperleucocytose > 13 G/L, de la blastose médullaire et sanguine et des cytopénies.  
En 2013, l’impact des anomalies cytogénétiques a été introduit dans un nouveau score, le CPSS 82, 
permettant de séparer les patients en 4 groupes de pronostic distincts. Ce score prend en compte le 
sous-type (prolifératif vs dysplasique), la présence d’une anémie ou la dépendance transfusionnelle, 
la blastose médullaire, et le risque cytogénétique 50,82. Les tableaux  3 à 5 représentent les critères du 
CPSS et la stratification du risque cytogénétique dans la LMMC. 
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La même année, la diffusion des techniques de séquençage permettant un diagnostic moléculaire a 
permis d’introduire les anomalies moléculaires dans le score pronostique. Le nombre de mutations 
récurrentes et la présence d’une mutation d’ASXL1 sont deux facteurs indépendants de mauvais 
pronostic dans la LMMC 10,15,83–85. Les mutations d’EZH2, SETBP1 et DNMT3A semblent également 
corrélées à un mauvais pronostic, mais cet impact nécessite d’être confirmé dans des séries plus 
importantes car il est moins net que celui des mutations d’ASXL1 86–88.  
Le Groupe Français des Myélodysplasies (GFM) a proposé un score prenant en compte la 
leucocytose, l’anémie, la cytopénie, l’âge et la présence d’une mutation d’ASXL1 10. Un score dérivé 
de celui du GFM mais rajoutant la monocytose et la myélémie a été proposé par la Mayo Clinic 89. 
Tous ces scores, validés dans des cohortes indépendantes, ont été comparés par Padron et al en 
utilisant une cohorte internationale de 1832 patients, et leurs performances sont globalement 
similaires 13.   
Un nouveau  score dérivé du CPSS , le CPSS –moléculaire (tableaux 6-8),  a été proposé depuis 84 en 
rajoutant les mutations d’ASXL1, SETBP1, RUNX1 et NRAS  mais rien n’indique qu’il sera plus 
performant que les autres.   
 
 
 
 
 
 
 
 
Groupes de risque
Survie médiane 
(mois)
Transformation 
à 5 ans
Faible (0) 72 13%
Intermédiaire-1 (1) 31 29%
Intermédiaire 2 (2-3) 13 60%
Haut (4-5) 5 73%
Risque cytogénétique Caryotype
Faible Normal, -Y
Intermdiaire Autres
Elevé
+8, anomalies du 
chromosome 7, 
complexe
Groupes de risque 
génétique
0 1 2
Risque cytogénétique faible intermédiaire élevé
ASXL1 sauvage muté -
NRAS sauvage muté -
RUNX1 sauvage - muté
SETBP1 sauvage muté -
Groupes de risque
Survie médiane 
(mois)
Transformation à 
2 ans
Faible (0) NA 0%
Intermédiaire-1 (1) 64 3%
Intermédiaire 2 (2-3) 37 21%
Haut (≥4) 18 48%
0 1 2
Sous-type OMS LMMC-1 LMMC-2 -
Sous-type FAB dysplasique prolifératif -
risque cytogénétique faible intermédiaire élevé
dépendance transfusionnelle 
érythrocytaire
non oui -
0 1 2 3
Blastose médullaire <5% ≥5% - -
Sous-type FAB dysplasique prolifératif - -
dépendance 
transfusionnelle 
érythrocytaire
non oui - -
risque génétique faible (0) intermédiaire-1 (1) intermédiaire-2 (2) élevé (≥3)
Tableau 4 : Score CPSS. Le score est obtenu en additionnant les 
points correspondant à chaque catégorie (Sous-type OMS, sous-
type FAB, risque cytogénétique (cf. tableau 5) et dépendance 
transfusionnelle). 4 groupes de risque sont déterminés en fonction 
du score CPSS : faible (0), intermédiaire 1 (1), intermédiaire 2 (2 ou 
3) et haut (4 ou5). Tableau 3 : définition du risque cytogénétique dans la LMMC 
Tableau 5 : Médiane de survie en fonction du CPSS. 
Tableau 6 : score CPSS-moléculaire. Le score est obtenu selon le même principe que  le CPSS 
Tableau 7 : Définition du risque 
génétique dans le CPSS-moléculaire 
Tableau 8 : Médiane de survie 
selon le score CPSS-moléculaire 
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D’autres paramètres pronostiques sont à identifier et un consensus international deviendra 
indispensable pour résoudre la question de la stratification pré-thérapeutique des patients atteints 
de LMMC lorsque des traitements efficaces, modifiant l’histoire naturelle de la maladie, auront été 
identifiés. 
 
Traitement 
 
Il n’existe pas à l’heure actuelle de consensus sur le traitement des LMMC. Les essais thérapeutiques 
spécifiquement dédiés à la maladie sont récents et encore en cours pour la plupart, les LMMC ayant 
été longtemps assimilées aux SMD et inclues dans les essais thérapeutiques dédiés aux différentes 
formes de SMD. Par définition, la démarche thérapeutique ne prenait pas en compte la composante 
proliférative de la maladie, en particulier en termes de réponse au traitement, qui était 
généralement évaluée avec un score conçu pour les SMD, le MDS-IWG 90. Récemment, un 
consortium international a proposé une nouvelle série de critères définissant la réponse des 
SMP/SMD au traitement 91. Ces critères semblent permettre une meilleure évaluation de la réponse 
au traitement et de sa durée, en prenant en compte l’amélioration des organomégalies, de la 
leucocytose et de la myélémie 92. Les efforts de collaboration à l’échelle internationale et la mise en 
place d’étude dédiées à la LMMC devraient permettre de définir une attitude thérapeutique 
consensuelle. 
Pour l’heure, plusieurs options thérapeutiques existent, de l’attentisme vigilant à la transplantation 
de cellules souches hématopoïétiques allogéniques (allogreffe) 93.  
i) L’allogreffe de cellules souches hématopoïétiques 
 
L’allogreffe reste actuellement le seul traitement curatif de la LMMC. Malheureusement, en raison 
de l’âge et des nombreuses comorbidités des patients atteints de LMMC, peu d’entre eux sont 
éligibles à l’allogreffe qui reste une procédure toxique entachée d’une lourde morbi-mortalité. Le 
développement des conditionnements à toxicité réduite et l’utilisation de sources alternatives de 
cellules souches hématopoïétiques (sang de cordon et greffes haplo-identiques) ont permis d’élargir 
les indications d’allogreffe au cours des dernières années, mais il existe peu de recul sur ces 
nouvelles stratégies dans la LMMC. Etant donnée la rareté de la maladie, il n’existe pas d’étude 
prospective de l’allogreffe dans la LMMC.  
Une étude rétrospective de 513 patients atteints de LMMC ayant reçu une allogreffe a retrouvé un 
âge médian de 53 ans et un délai court entre le diagnostic et la greffe (9 mois). La survie globale et 
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sans progression à 4 ans étaient de 33% et 27% respectivement, et le meilleur facteur pronostique 
était la rémission complète au moment de l’allogreffe 94. Les autres facteurs influençant le pronostic 
post-allogreffe incluent le score CPSS, le performans status, la source de CSH 95, la présence d’une 
splénomégalie 96,97, le traitement préalable par agents déméthylants 98 et la survenue d’une maladie 
du greffon contre l’hôte chronique 99.  Un consensus d’experts a récemment recommandé une 
allogreffe en première intention pour les patients éligibles présentant une LMMC de haut risque. Un 
traitement par agent déméthylant est à envisager afin d’atteindre la meilleure réponse possible 
avant la greffe, mais l’absence de recul sur les bénéfices d’une telle stratégie ne permet pas de la 
recommander systématiquement 100,101. 
ii) L’hydroxyurée 
 
L’hydroxyurée est le traitement historique des formes prolifératives en raison de son effet 
cytoréducteur rapide. Il est toujours utilisé dans les formes très prolifératives, et s’est avéré  plus 
efficace et moins toxique que l’étoposide oral dans cette indication 102. Il n’a cependant qu’un effet 
symptomatique, et son utilisation au long cours est parfois impossible du fait de la majoration de 
l’anémie et de la thrombopénie qu’il induit. 
iii) Les agents stimulants l’érythropoïèse (ASE) 
 
Autre traitement à visée purement symptomatique, les ASE permettent d’améliorer l’anémie chez 
66% des patients mais ne permettent une indépendance transfusionnelle que chez 33% d’entre eux. 
Le faible risque et un niveau d’érythropoïétine endogène diminué prédisent une meilleure réponse 
érythroïde 103.  
iv) Les agents déméthylants  
 
Suite à la démonstration de l’efficacité de l’azacytidine dans les SMD, les agents déméthylants 
(azacytidine en Europe et aux Etats-Unis, et décitabine aux Etats-Unis) sont devenus les traitements 
de première intention dans la LMMC. Les résultats obtenus n’ont été rapportés que dans de petites 
séries rétrospectives 104–110. Le taux de réponse varie de 40 à 70% selon les études, avec une survie 
globale variant de 12 à 22 mois. Les patients répondeurs présentent une réduction de la blastose 
médullaire, de la monocytose et de la splénomégalie 111, une amélioration des cytopénies et une 
normalisation de la répartition des sous-populations monocytaires. En dehors d’une aggravation 
transitoire des cytopénies et d’une majoration du risque infectieux, la tolérance est globalement 
bonne. Un essai prospectif européen en cours compare l’efficacité et la tolérance de la décitabine 
(éventuellement associée à l’hydroxyurée) et de l’hydroxyurée dans le traitement des formes 
prolifératives de LMMC. Les mutations (ou leur association) ne sont pas prédictives de la réponse aux 
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agents déméthylants, mais il semble que les patients répondeurs présentent une signature prédictive 
de la réponse basée sur l’analyse de régions enhancer différentiellement méthylées 112. Chez les 
patients répondeurs, l’analyse séquentielle d’exomes au diagnostic et après réponse au traitement 
révèle la persistance d’une dominance clonale, sans réexpansion d’une hématopoïèse normale, 
suggérant que les effets épigénétiques participent de manière importante au phénotype de la 
maladie et que les agents déméthylants ne bloquent pas l’évolution génétique de la maladie, même 
en cas de réponse, expliquant l’émergence de leucémies aiguës chez les répondeurs 55. Les agents 
déméthylants ne sont pas curatifs et leur efficacité est transitoire, même si des réponses prolongées 
(plusieurs mois voire années) peuvent être observées. 
v) Perspectives thérapeutiques 
 
L’arsenal thérapeutique reste très insuffisant dans la LMMC. Plusieurs pistes sont en cours 
d’exploration pour améliorer le pronostic sombre de cette maladie. 
Le ciblage des voies de signalisation, responsable en grande partie de l’expression clinique du versant 
prolifératif de la maladie, est réalisable par plusieurs stratégies. Les inhibiteurs de JAK2 pourraient 
permettre de diminuer les effets liés à l’hyperactivation de la voie JAK/STAT. Cette voie pourrait 
également être inhibée en amont avec des anticorps monoclonaux anti-GM-CSF, ou en aval avec des 
inhibiteurs d’ERK et de PI3K/AKT. Ces stratégies se révèlent jusqu’à présent décevantes, 
probablement en partie car les mutations des voies de signalisation survenant tardivement dans 
l’évolution de la maladie, ces approches ne ciblent qu’une partie du clone. Les inhibiteurs de 
l’épissage pourraient dans ce contexte constituer une option intéressante. 
Une autre piste est suggérée par l’observation que l’administration d’agents déméthylants augmente 
l’immunogénicité des tumeurs 113. La combinaison d’agents déméthylants avec des inhibiteurs 
d’immune checkpoints pourrait avoir des effets synergiques dans ce contexte 114. 
Le dialogue entre les cellules souches clonales et les cellules différenciées du clone d’une part, et les 
CSM d’autre part est encore mal connu, mais la compréhension des mécanismes par lesquels la 
survie et l’expansion des CSH tumorales sont favorisées par ces cellules offrira probablement des 
pistes thérapeutiques prometteuses. 
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LEUCÉMIE MYÉLOMONOCYTAIRE CHRONIQUE ET CELLULES DENDRITIQUES 
PLASMOCYTOÏDES : DE L’HISTOIRE ANCIENNE … 
 
De l’identification des pDCs à la présence d’îlots de pDC dans certaines hémopathies  
 
La présence d’infiltrats de pDCs au cours d’hémopathies myéloïdes est connue depuis longtemps : 
peu après la description princeps des « cellules plasmocytoïdes associées aux zones T », des 
proliférations pathologiques de ces cellules dans les ganglions étaient identifiées et logiquement 
considérées comme des lymphomes. Mais, détail intrigant, elles étaient systématiquement associées 
à des pathologies myéloprolifératives.   
La localisation la plus fréquente de ces infiltrats est la moelle osseuse mais ils sont également 
observés dans les ganglions, la peau ou la rate. Ils sont détectés préférentiellement (voire 
exclusivement pour certains auteurs) dans le contexte d’hémopathies avec différentiation 
monocytaire, la pathologie la plus fréquemment rapportée étant la LMMC 115–120.  La plupart des cas 
rapportés sont assez anciens et les critères utilisés sont moins stricts que les critères actuels, ce qui 
incite à l’interprétation prudente des résultats.  
Les infiltrats de pDCs décrits dans les hémopathies myéloïdes sont rapidement séparés en deux 
entités :  
 D’une part, les proliférations de pDCs blastiques : il s’agit de leucémies aiguës à cellules 
dendritiques plasmocytoïdes (LAPDC) exprimant en immunohistochimie la plupart des marqueurs 
typiques des pDCs normales  (CD123, BDCA-2, CD4, TCL-1) mais pas le granzyme B, ni des marqueurs 
des lignées lymphocytaires B (CD19), T (CD3) et myélomonocytaire (CD14, CD15, CD19). Dans la 
majorité des cas, les cellules expriment CD56.  Ces cellules sont aussi détectées dans des infiltrats 
cutanés souvent isolés, qualifiés de « néoplasies hématodermiques CD4+ CD56+ » dont la filiation 
avec la lignée natural killer (NK) est parfois suspectée 121,122. La LAPDC est très rare et les observations 
individuelles ou les petites séries rapportées suggèrent leur survenue « fréquente » (10-20% des cas 
de LAPDC dans les petites séries, 7% dans une analyse rétrospective de tous les cas publiés) dans le 
contexte d’hémopathies myéloïdes, généralement des LMMC ou des LAM à différentiation 
monocytaire 123–125.  
D’autre part, les proliférations de pDCs matures : les cellules n’ont pas une morphologie 
blastique, elles expriment les marqueurs de pDCs (CD123, BDCA-2, CD4, Granzyme B), mais 
généralement pas CD56. Chen et al  rapportent la première série conséquente (21 cas) de biopsies 
médullaires d’hémopathies myéloïdes dans lesquelles des nodules de cellules « monocytiques » 
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caractérisées par l’expression de CD68 sont observés 126. Le diagnostic de l’hémopathie myéloïde est 
une LMMC dans 8 cas (38.1%), un SMD/SMP non classable dans 4 cas (19%), une LAM dans 4 cas 
(19%) et divers SMD dans 5 cas. Quatre patients présentent également une atteinte extra-médullaire 
avec nodules « monocytiques » (2 atteintes ganglionnaires, 1 atteinte cutanée et 1 atteinte 
splénique), toujours dans le contexte d’une LMMC. Si les cellules monocytiques composant les 
nodules expriment fortement CD68, elles n’expriment pas Ki67 ni le lysozyme (contrairement aux 
monocytes tumoraux présents en dehors des nodules). Dans 50 % des cas, elles expriment fortement 
CD123 (mais la corrélation entre la positivité du CD123 et le diagnostic de LMMC n’est 
malheureusement pas rapportée dans l’article), suggérant des pDCs. Cette étude confirme donc 
l’association caractéristique entre LMMC et îlots de cellules CD123+ médullaires (ou extra-
médullaires) qui n’avait été rapportée que dans des cas isolés ou de très petites séries 115–117,127–130. 
Vermi et al  131 rapportent alors une série de 9 patients atteints d’hémopathie myéloïde (dont 4 
LMMC, 1 SMP/SMD inclassable, 1 SMP inclassable,  2 LAM5 monocytaires et 1 LAM4 
myélomonocytaire) présentant une infiltration ganglionnaire par des pDCs. Huit d’entre eux ont une 
exploration médullaire, montrant dans tous les cas des îlots de pDCs et 5 ont une atteinte cutanée 
avec infiltration par des pDCs dans 4 cas sur 5. La progression de ces maladies, bien analysée chez 
deux patients, s’accompagne de la régression des adénopathies et de l’infiltrat médullaire des pDCs 
au profit d’une infiltration blastique. Dans un des cas de LAM4, la monosomie 7 mise en évidence 
dans les cellules médullaires est détectée dans les pDCs ganglionnaires, démontrant l’appartenance 
des pDCs au clone leucémique. 
L’analyse rétrospective de la biopsie médullaire de 32 LMMC permet alors de détecter des nodules 
de pDCs CD68+, CD123+ dans 22% des cas 132. D’autres auteurs établissent un lien entre la présence 
de cellules exprimant des marqueurs de pDCs dans la peau (CD123 et/ou BDCA-2) et le diagnostic de 
Figure 3 : Nodules paratrabéculaires de cellules plasmocytoïdes observés sur une biopsie médullaire de patient atteint de 
LMMC; reproduit d’après Ji et al, Blood 2014
119
.  A gauche : histologie conventionnelle, coloration hématoxyline /éosine ; à 
droite : en immunohistochimie, ces cellules expriment CD45, CD4, CD68 et CD123
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LMMC (29% des infiltrats cutanés associés à cette maladie) ou de LAM (6%), toujours à composante 
monocytaire 133.  
Finalement, dans une série de 42 patients atteints de LMMC avec infiltrats cutanés, les lésions 
histologiques sont classées en 4 catégories  134 :  1) les infiltrats myélomonocytaires (43%) constitués 
de cellules blastiques de phénotype CD68+, MPO+, CD33+, CD13+ sans marqueurs de pDCs (CD123, 
BDCA-2, TCL1) ; 2) les infiltrats de pDCs matures (38%), CD123+, BDCA-2+, TCL-1+, granzyme B+, CD4+ 
mais CD56- ; 3) les infiltrats de pDCs blastiques (9.5%), CD123+, TCL1+, CD4+, CD56+ (75%), granzyme 
B-, BDCA2+ (50%) et 4) les infiltrats de cellules dendritiques blastiques indéterminées (9.5%), CD 68+, 
MPO+, CD33+, CD13+, CD4+ (50%), CD56+ (75%), BDCA-2+ (25%) mais CD123- , TCL1-et  Granzyme B-.  
L’ensemble de ces observations suggère que des cellules évocatrices de pDC sont identifiées, 
généralement sous la forme d’îlots, dans 20-30% des moelles de patients atteints de LMMC et près 
de 50% des lésions cutanées associées à cette maladie.   
L’impact pronostique de la prolifération de pDCs dans la moelle de patients atteints de LMMC n’a 
jamais été exploré. La recherche de nodules de pDCs dans la moelle, bien que constituant un 
argument en faveur du diagnostic de LMMC, n’est que rarement réalisée en routine sur les biopsies 
médullaires, celles-ci n’étant pas réalisées de manière systématique en France.  
Environ 10% des patients atteints de LMMC présentent des lésions cutanées spécifiques au cours de 
l’évolution 135. Il existe encore une confusion entre infiltrats de pDCs et infiltrats blastiques. Le 
pronostic des infiltrats cutanés de pDCs est généralement considéré comme étant celui de 
l’hémopathie myéloïde associée. Le pronostic des infiltrats cutanés de monocytes immatures ou de 
blastes est bien plus péjoratif car ils annoncent la transformation d’une hémopathie chronique en 
leucémie aiguë 136, et sont aussi observés dans les LAM à différentiation monocytaire sans phase de 
LMMC (5-10% des cas) 137.  
En conclusion, la présence de nodules médullaires, ganglionnaires, cutanés et spléniques de cellules 
évocatrices de pDCs a été régulièrement rapportée au cours des LMMC, même si leur identité précise 
reste à étudier. L’atteinte médullaire est la plus fréquente. Elle semble être systématiquement 
retrouvée quand d’autres atteintes (cutanée et ganglionnaire) sont détectées. Une observation 
suggère que ces cellules appartiennent au clone leucémique. L’impact pronostic de ces infiltrats n’est 
pas connu. Ils semblent plus rares dans les formes transformées 131,132.  
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LES CELLULES DENDRITIQUES PLASMOCYTOÏDES (pDCs) 
 
Une histoire mouvementée 
 
La recherche sur les cellules dendritiques plasmocytoïdes (pDCs)  émerge à la fin des années 1990 en 
réponse à trois questions indépendantes : les anatomopathologistes cherchent à caractériser de 
mystérieuses cellules plasmocytoïdes retrouvées dans les zones T ganglionnaires, des 
immunologistes se heurtent à l’absence de marqueurs spécifiques des cellules dendritiques, tandis 
que d’autres cherchent à identifier les cellules productrices des interférons de type I. 
i) Des plasmocytes associés aux zones T aux précurseurs plasmocytoïdes des cellules 
dendritiques 
 
La première description des pDCs remonte à 1958 quand deux pathologistes allemands, Karl Lennert 
et Wolfgang Remmele, observent la présence, dans les zones T d’adénopathies réactionnelles, de 
cellules « plasmocytoïdes » présentant les caractéristiques cytologiques et morphologiques des 
plasmocytes 138. Cette localisation inhabituelle pour des plasmocytes (usuellement retrouvés  dans la 
zone médullaire des ganglions) leur vaut leur première appellation de « plasmocytes associés aux 
cellules T » 139. Il faut attendre 1973 pour que Hans K Müller-Hermelink étudie ces cellules en 
microscopie électronique et décrive leur ultrastructure caractéristique : elles ont un réticulum 
endoplasmique rugueux (RER) abondant organisé en arcs de cercle concentriques et un appareil de 
Golgi abondant  140. 
 
 
Figure 4 : ultrastructure des pDCs ganglionnaires en microscopie électronique à transmission  (reproduit d’après Müller-
Hermelink et al, Virchows Arch B Cell Pathology, 1973)
140
.  Les pDCs sont de taille moyenne, de forme ronde à ovale. Le RER, 
abondant, est organisé en arcs de cercle concentriques autour du noyau, lui-même plus ou moins excentré dans le cytoplasme. 
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Malgré leur RER développé suggérant une capacité à assembler et produire d’importantes quantités 
de protéines et donc une fonction sécrétoire, ces cellules n’ont pas la capacité de produire des 
immunoglobulines 141,142; de plus, Feller et al  montrent qu’elles expriment le marqueur de surface 
CD4, suggérant une appartenance à la lignée lymphocytaire T 142. Ces deux observations suggèrent 
une nouvelle appellation, « cellules T plasmocytoïdes », et ces cellules sont alors considérées comme 
la contrepartie des plasmocytes dans la lignée T. 
De manière intéressante, dès le début des recherches sur les « cellules T plasmocytoïdes » dans les 
années 1980, trois cas de proliférations supposées malignes de ces cellules (désignées sous le terme 
de « lymphome malin à cellules T plasmocytoïdes ») associées à un syndrome myéloprolifératif sont 
rapportés : dans un cas, le syndrome myéloprolifératif est une leucémie myéloïde chronique (sans 
chromosome Philadelphie mais avec un caryotype hyperploïde et complexe, ce qui suggère une 
leucémie myéloïde chronique atypique) 143, et dans les deux autres une leucémie myélomonocytaire 
127,144.  
En 1988, Facchetti  et al  145 contestent l’appartenance des « cellules T plasmocytoïdes» à la lignée T : 
elles n’expriment pas CD3 127,143,144,146,147, expriment des antigènes de la lignée 
myélomonocytaire comme CD36 128 et CD68 147 et tous les cas de « lymphomes »dérivés de ces 
cellules sont associés à une prolifération myélomonocytaire. De plus, ces cellules expriment  des 
antigènes d’histocompatibilité de classe II. Les cellules T plasmocytoïdes sont désormais nommées 
« monocytes plasmocytoïdes » 148. 
En 1997, Grouard et al identifient par immunohistochimie dans les zones riches en cellules T  
d’amygdales humaines des cellules CD4+, CD3-, CD11c- , présentant la morphologie plasmocytaire 
initialement décrite dans les ganglions 149. Ils développent une technique de tri permettant d’isoler 
les cellules CD4+ CD3- CD11c- Lin (CD3, CD19, CD20, CD14, CD56)- et de réaliser leur caractérisation 
phénotypique, morphologique et fonctionnelle impossible jusqu’alors. 
Ils observent que les « monocytes plasmocytoïdes » en culture meurent rapidement par apoptose, 
sauf si le milieu contient de l’interleukine-3 (IL3). En présence d’IL3 et de CD40-ligand, ces cellules se 
différencient en cellules dendritiques matures dont elles présentent les caractéristiques cytologiques 
(apparition de longues dendrites), structurelles (disparition du RER), phénotypiques (augmentation 
de l’expression de HLA-DR, apparition de l’expression de CD80, CD86, CD13, CD33 et CD11c) et 
fonctionnelles (stimulation de cellules T4 naïves allogéniques).   
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Figure 5 : caractérisation des « monocytes plasmocytoïdes » triés.  Reproduit d’après Grouard et al, JEM 1997)149. A : 
Cytologie (coloration de Giemsa sur cytospin) ; B-D : Ultrastructure ; B : microscopie électronique à balayage ; C-D : 
microscopie électronique à transmission. 
 
Ils en déduisent que ces « monocytes plasmocytoïdes » correspondent aux cellules dendritiques 
immatures Lin-CD4+ CD11c- récemment décrites par O’Doherty et al 150. La désignation « monocytes 
plasmocytoïdes » est à son tour abandonnée au profit de « précurseurs plasmocytoïdes de cellules 
dendritiques » ou « pre-DC plasmocytoïdes » (ou pre-DC2 par opposition aux monocytes appelés pre-
DC1 en raison de leur capacité à se différentier en cellules dendritiques in vitro  en présence de GM-
CSF et d’IL-4).  
 
 
 
 
   
Figure 6 : caractérisation des « monocytes plasmocytoïdes » après culture en présence d’IL3 et de CD40L. Reproduit 
d’après Grouard et al, JEM 1997)
149
.  A : Aspect de la culture ; B : Cytologie (coloration de Giemsa sur cytospin) ; C –D : 
ultrastructure ; C : microscopie électronique à balayage ; D : microscopie électronique à transmission. 
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Parallèlement, Olweus et al  montrent que ces cellules  expriment fortement la chaîne α du 
récepteur à l’IL3 (IL3-Rα ou CD123), expliquant leur forte dépendance à cette cytokine, et identifient 
à cette occasion un marqueur primordial pour les études ultérieures 151. 
ii) Les cellules productrices d’interféron-α 
 
Dès le début des années 1980, les immunologistes ont cherché à identifier les cellules responsables 
de la sécrétion massive d’interféron- α (IFNα) lors d’infections virales et bactériennes. En 1983, Abb 
et al ont montré que la production d’IFNα ne provient ni des cellules B, ni des cellules T, ni des 
cellules NK, ni des monocytes, ni des granulocytes, mais de leucocytes exprimant les antigènes 
d’histocompatibilité de classe II, partiellement CD36, et absolument pas CD11c 152,153. Ces 
énigmatiques cellules ont été baptisées « cellules productrices d’interféron-α » (IPC) par Rönnblom 
et al 154 et plusieurs techniques ont été utilisées pour déterminer la fréquence des IPC au sein des 
cellules mononucléées du sang,  indiquant qu’il s’agit d’une population rare, représentant  environ 
0.1% des cellules mononucléées circulantes 155.  
Au début des années 1990, Sandberg et al  réalisent une caractérisation extensive des IPC en 
cytométrie en flux 156,157 et  démontrent  qu’elles ont une morphologie (forward scatter vs side 
scatter) intermédiaire entre monocytes et lymphocytes, semblable à celle des progéniteurs 
hématopoïétiques, mais qu’elles n’expriment pas le marqueur CD34 caractéristique de cette 
population, ni aucun des marqueurs myélomonocytaires (CD11b, CD11c, CD13, CD14, CD15 et CD33) 
ou des progéniteurs lymphocytaires (CD10, CD19, CD7), ni certains marqueurs de lymphocytes 
matures (CD3 pour les cellules T, chaînes légères λ et κ pour les plasmocytes, CD16 et CD56 pour les 
cellules NK) testés. En revanche, elles expriment CD4 à un niveau faible mais irréfutable (comparable 
à celui observé dans les monocytes).  En parallèle, Ferbas  et al  montrent que les cellules 
dendritiques circulantes triées en cytométrie en flux (HLA-DR+, Lin (CD3, CD19, CD56, CD14)-) sont 
enrichies en IPC et expriment faiblement CD4 158, rejoignant les conclusions de O’Doherty et al 150.  
Le lien suspecté entre cellules dendritiques immatures et IPC est exploré par Svensson  et al. Ils 
confirment l’expression de CD4 et des antigènes d’histocompatibilité de classe II, et l’absence 
d’expression des marqueurs lymphocytaires et myélomonocytaires. Mais surtout, ils mettent en 
évidence l’expression de CD45RA, et l’absence d’expression de CD45RO et des  molécules de co-
stimulation CD80 et CD86, contrairement aux cellules dendritiques matures (CD45RA-, CD45RO+, 
CD80+ et CD86+)159.  
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iii) Les cellules dendritiques plasmocytoïdes 
 
La rencontre en 1998 de Yong-Jun Liu, spécialiste des « précurseurs plasmocytoïdes des cellules 
dendritiques » et de Frederick Siegal, spécialiste des IPC, conduit à la définition actuelle des cellules 
dendritiques plasmocytoïdes. Ils montrent que les précurseurs plasmocytoïdes des cellules 
dendritiques circulantes, triés selon la méthode employée par Grouard et al149, sont capables de 
produire 100 à 1000 fois plus d’IFNα que des cellules mononucléées du sang non triées. Cette 
sécrétion est fortement réduite après 6 jours de culture en milieu supplémenté en IL3 et CD40L, alors 
que les cellules ont acquis les caractéristiques de « cellules dendritiques matures » 160. La fréquence 
des pré-DC plasmocytoïdes au sein des cellules mononucléées du sang est inférieure à 0.5%, soit une 
fréquence comparable à celle rapportée pour les IPC. Les « précurseurs plasmocytoïdes des cellules 
dendritiques » sont donc les cellules productrices d’IFNα. On comprend alors pourquoi ces cellules 
« pré-DC plasmocytoïdes» ont une morphologie typique de cellule sécrétoire. 
Ces caractéristiques étant établies, de nombreuses questions se posent, dont certaines ne sont pas 
ou pas complètement résolues aujourd’hui: 
 -comment sont générées les pDC/IPC ? Appartiennent-elles à la lignée myéloïde, lymphoïde, 
ou constituent-elles une lignée indépendante ? 
 -quel est leur rapport avec les cellules dendritiques conventionnelles, en sont-elles le 
précurseur, ou partagent-elles un précurseur commun ? 
 -pourquoi sont-elles localisées dans la zone T ganglionnaire ? 
 -Ont-elles d’autres fonctions que leur fonction sécrétoire d’IFNα ? Peuvent-elles sécréter 
d’autres protéines ? 
 -Comment sont régulées la synthèse et la sécrétion d’IFNα ?  
 -quel est l’impact de ces cellules en situation pathologique ? 
 
Ontogénie des pDCs 
 
Une origine mystérieuse 
 
L’origine des pDCs a fait l’objet de nombreux débats, en particulier lorsque ces «précurseurs 
plasmocytoïdes des cellules dendritiques», capables de se différencier en cellules dendritiques 
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matures sous l’action de l’IL3 et du CD40L, se sont avérés être aussi les cellules productrices 
d’interféron-α. Dans les années 2000, ce débat a été entretenu par des données contradictoires 
provenant d’analyses génomiques, phénotypiques,  fonctionnelles et de modèles de différentiation 
de cellules souches hématopoïétiques (CSH) in vitro suggérant leur appartenance tantôt à la lignée 
myéloïde, tantôt à la lignée lymphoïde, voire aux deux.  
- La capacité de ces cellules à se différencier en cellules dendritiques plaide en faveur de 
l’hypothèse myéloïde puisque les autres cellules capables de générer des cellules 
dendritiques in vitro  sont les monocytes cultivés en présence de GM-CSF et d’IL4. Les 
«pDCs/IPCs» ont alors été appelées «pré-DC2», pour faire le lien avec les pré-DC1 qui sont 
les monocytes. 
- L’expression de pré-TCRα 161, de Spi-B et du granzyme B ainsi que le réarrangement des 
régions VD-J des gènes codant les chaînes lourdes des immunoglobulines 
162 plaident en 
faveur de l’hypothèse lymphoïde.  
- En outre, la surexpression des facteurs de transcription Id2 (inhibitor of DNA binding 2) et Id3 
dans des cellules CD34+,CD38- humaines, inhibe leur différentiation en pré-DC2 et en 
lymphocytes B et T sans affecter leur différentiation en cellules dendritiques 
conventionnelles, ce qui suggère un progéniteur commun aux pDCs et aux lymphocytes et 
des voies de développement différentes pour les cellules dendritiques conventionnelles et 
les pDCs 163. 
Au début des années 2000, les pDCs murines sont identifiées à leur tour 164, ouvrant la voie à l’étude 
de l’ontogénie des pDCs dans cette espèce. La transposition des résultats à l’homme est cependant 
sujette à caution car les pDCs murines présentent d’importantes différences phénotypiques et 
fonctionnelles avec les pDCs humaines 165,166.  
 
Différents modèles de différentiation et de génération de pDCs 
 
Trois approches ont alors été utilisées pour explorer l’ontogénie des pDCs humaines : la 
différentiation ex vivo de cellules souches et progéniteurs hématopoïétiques (CSPH) en milieu 
liquide, en l’absence ou en présence de cellules stromales murines, et la xénogreffe de CSPH 
humaines dans des souris NSG. 
Ces travaux ont démontré qu’une cytokine, Fms-like tyrosine kinase 3-ligand (Flt3-L), est nécessaire 
et suffisante pour induire la différenciation de CSPH humaines CD34+,CD45RA- (issues de sang de 
cordon ou de foie fœtal) en pDCs 167 comme cela a été montré auparavant chez la souris 168.  
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L’ajout de G-CSF, de GM-CSF et de SCF stimule la prolifération des CSPH aux dépens du pourcentage 
de pDCs : après 28 jours de culture, 4% des cellules générées sont des pDCs avec Flt3-L seul vs 0.5% 
lorsque l’on ajoute du GM-CSF. L’expansion des cellules dendritiques myéloïdes et des pDCs 
circulantes, observée après administration de Flt3-L à des sujets sains 169 semble donc être la 
conséquence d’une stimulation de leur production. Un schéma de différentiation en 4 étapes est 
alors proposé :  
1. CD34+,CD45RA-,  
2. CD34+,CD45RA+,CD123low,  
3. CD34low,CD45RAhigh,CD123high (pro-DC2)  
4. CD34-,CD45RAhigh,CD123high (pré-DC2)),  
avec une capacité de sécrétion d’IFNα restreinte aux deux derniers types cellulaires.  
En présence de Flt3-L seul, le rendement de production des pDC reste faible. Contrairement aux 
autres cytokines évoquées, la thrombopoiétine (TPO) stimule fortement la prolifération des CSPH (x 
17 – 140 à J25), y compris les CSPH issues du sang de donneurs exposés au G-CSF, sans diminuer le 
pourcentage de pDCs générées (2 à3 %) 170. La combinaison Flt3-L et TPO est donc favorable à la 
génération de pDCs en culture. 
La culture de CSPH CD34+ humaines isolées du foie fœtal sur des cellules stromales murines de la 
lignée S17 est une autre approche permettant de générer des pDCs mais ces cellules ne se 
maintiennent pas au-delà de 5 jours en culture et le rendement est faible 163. La xénogreffe de CSPH 
CD34+ humaines isolées du foie fœtal à des souris immunodéprimées (NSG) permet de générer des 
pDCs humaines 171. Dans ces deux modèles (vitro /vivo), la surexpression du facteur de transcription 
Spi-B dans les CSPH inhibe leur différentiation en cellules T, B et NK mais pas leur différenciation en 
pDCs 172. En revanche, l’inactivation de Spi-B, qui stimule la différentiation des CSPH CD34+ humaines 
en cellules B et en monocytes, bloque la génération de pDCs (vitro /vivo), tandis que celle de PU-1 
(43% d’homologie avec Spi-B) bloque la différentiation des CSPH humaines en pDCs, en cellules B et 
en monocytes 173.  
La culture de progéniteurs communs lymphoïdes (CLP) (Lin- CD34+ CD38+ CD10+), de progéniteurs 
communs  myéloïdes (CMP) (Lin- CD34+CD38+CD10-CD123+CD45RA-),et de progéniteurs granulo-
macrophagiques (GMP) (Lin- CD34+ CD38+ CD10-CD123+CD45RA+), mais pas celle de progéniteurs 
mégacaryocytaires et érythrocytaires (MEP) (Lin-CD34+ CD38+ CD10- CD123- CD45RA-), sur des cellules 
stromales murines (Ac6), en présence de Flt3-L humain, permet de générer des pDCs ainsi que des 
cellules dendritiques conventionnelles 174. Les progéniteurs myéloïdes ont une prolifération et une 
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clonogénicité supérieures et seuls les CLP génèrent des cellules B. Quelque soient les progéniteurs 
utilisés, les pDCs générées expriment des transcrits associés à la lignée lymphoïde (Spi-B et pTα). 
Cette étude suggère une grande plasticité dans la génération des pDCs humaines, ce que confirment 
des études de xénogreffe chez la souris 175. Les transcrits pTα, Spi-B, IL3-Rα, TLR7 et TLR9 sont 
exprimés de la même façon dans les pDCs isolées de la moelle osseuse et dans celles générées à 
partir des CLP et des CMP. 
Des pDCs humaines peuvent aussi être générées à partie de cellules CD34+ de sang de cordon, 
d’abord amplifiées pendant 7 jours dans un milieu sans sérum en présence de SCF, TPO, Flt3-L et IL3, 
puis différentiées  en 7 jours en présence de SCF, Flt3-L, IL-3 et TNFα 176. Ce système, sans sérum, 
permet aussi de générer des cellules dendritiques conventionnelles en présence de SCF, Flt3-L, GM-
CSF et IL-4 pour la seconde phase.  
Des pDCs humaines peuvent encore être générées à partir de cellules CD34+ de sang adulte non 
mobilisées par le G-CSF (buffy-coats de donneurs de sang) dans un milieu contenant du sérum en 
présence de Flt3-L et de TPO, l’ajout complémentaire d’IL3 permettant une expansion cellulaire d’un 
facteur 400 sans réduire le pourcentage des pDCs générées, stable autour de 4% 177.   
Modélisation du développement des cellules dendritiques humaines  
 
Plus récemment, la culture de CSPH humaines sur la lignée de cellules stromales murines MS5 en 
présence de Flt3-L, de SCF et de GM-CSF humain permet d’obtenir in vitro des cellules dendritiques 
conventionnelles BDCA1+, des cellules dendritiques conventionnelles BDCA3+, et des pDCs, ainsi que 
des monocytes, des granulocytes et des cellules B et NK 178,179. Au sein des GMP, ces auteurs 
identifient 4 populations en fonction de l’expression de CD135 (récepteur de Flt3-L), CD116 
(récepteur du GM-CSF), CD115 (récepteur du M-CSF) et CD123 (récepteur de l’IL3). Ils montrent 
qu’une population rare (0.34% des CD34+ de sang de cordon), exprimant CD123 (fortement), et 
CD135 mais ni CD115, ni CD116, peut générer les 3 types de cellules dendritiques. Ce potentiel 
restreint à la lignée dendritique lui vaut le nom de progéniteur commun dendritique (CDP) par 
analogie à la souris.  
Les 3 autres populations ont une expression intermédiaire de CD123.  
- La population CD116+ ne produit ni pDC, ni cellules dendritiques conventionnelles BDCA3+.  
- La population CD123int,CD116-,CD115+ produit les 3 types de cellules dendritiques, des 
monocytes, mais peu ou pas de granulocytes, suggérant un progéniteur commun aux 
monocytes et cellules dendritiques : on parle de progéniteur monocytaire /dendritique 
(MDP).  
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- La population CD123int,CD116-,CD115- produit les 3 sous-types de cellules dendritiques, des 
monocytes et des granulocytes : on parle de progéniteur granulocytaire/ monocytaire/ 
dendritique (GMDP).  
 
Les MDP et les GMDP, plus immatures, ont une capacité de prolifération supérieure à celle des CDP.   
Les GMDP produisent des MDP et des CDP in vitro et in vivo (chez la souris NSG), les MDP produisent 
des CDP in vitro. Ces populations sont identifiables dans la moelle d’adultes sains. La figure 7 
récapitule l’hématopoïèse de la lignée dendritique humaine et le phénotype des différents 
progéniteurs identifiés . 
 
Figure 7 : Représentation schématique de l’hématopoïèse de la lignée dendritique humaine. Les traits pleins indiquent une filiation directe, 
les pointillés réguliers une filiation suspectée, les pointillés irréguliers indiquent la présence de progéniteurs intermédiaires non représentés. Le 
phénotype détaillé des différents progéniteurs de la lignée dendritique est indiqué à droite des populations correspondantes. 
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Régulation moléculaire du développement des pDCs 
 
Outre Spi-B, un autre facteur de transcription impliqué dans le développement des pDCs est IRF8, 
identifié chez la souris 180 puis l’humain 181. Les pDCs humaines et murines expriment également, et 
de manière beaucoup plus spécifique,  E2-2 (aussi connu sous le nom Tcf4), un facteur de 
transcription de la famille des protéines E, qui sont antagonisées par les protéines Id (Id1-Id4). Les 
autres gènes de la famille des protéines E, E2a et HEB, codent des protéines nécessaires au 
développement et à la survie des lymphocytes B et T, tandis que l’impact d’E2-2 dans ce contexte est 
marginal.  En revanche, la délétion d’E2-2 dans la lignée hématopoïétique chez la souris inhibe la 
production de pDCs, et les patients atteints du syndrome de Pitt-Hopkins, une maladie autosomique 
dominante rare caractérisée par une haplo-insuffisance d’E2-2 , présentent une réduction drastique 
du nombre de pDCs et de leur capacité de sécrétion d’IFN de type I. E2-2 régule positivement 
l’expression de marqueurs spécifiques ou caractéristiques des pDCs tels que IRF7, TLR7 et TLR9 et les 
facteurs de transcription Spi-B et IRF8 ; de plus, il se fixe sur les promoteurs de CLEC4C (qui code pour 
BDCA-2), LILR4 (qui code pour ILT7)  et PTCRA 182. L’expression d’E2-2 est diminuée lors de la 
maturation des pDCs par stimulation avec des CpG-ODNs de classe B. E2-2  est donc un facteur de 
transcription crucial pour le développement et le « maintien » des pDCs.  
Les cytokines intervenant dans le développement des pDCs sont principalement Flt3-L et GM-CSF. Le 
Flt3-L, par l’activation de la voie STAT3, induit l’expression d’E2-2, tandis que le GM-CSF, par 
l’activation de la voie STAT5, induit l’expression d’Id2, un antagoniste d’E2-2, inhibant ainsi le 
développement des pDCs 183–185.  
Figure 8 : Régulation du développement des pDCs. Reproduit d’après Swiecki et Colonna, Nat Rev Immunol 2015
185
. Le 
Flt3-L active la voie STAT3, ce qui induit l’expression d’E2-2, le principal facteur de transcription impliqué dans le 
développement (via la régulation positive de Spi-B, Bcl11A et IRF8), l’homéostasie (via la régulation positive de RUNX2, 
qui régule lui-même l’expression de CCR2 et CCR5 impliqués dans  la migration des pDCs) et la fonction des pDCs (via la 
régulation de l’expression des récepteurs inhibiteurs (BDCA-2, ILT7) et des TLR7 et 9). A contrario, l’activation de la voie 
STAT5 par le GM-CSF induit l’expression d’Id2, un antagoniste d’E2-2, et inhibe ainsi le développement des pDCs. 
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Au total, des pDCs humaines peuvent être générées in vitro à partir de CSPH CD34+ d’origine diverse 
(foie foetal, sang de cordon, sang/moelle adulte) en milieu sans sérum, en présence de Flt3-L, TPO et 
IL-3. Cette différentiation est dépendante de l’axe Flt3-ligand/STAT3 qui aboutit à l’expression d’E2-2, 
un facteur de transcription crucial pour le développement et la maintenance des pDCs. Cette 
différentiation  passe par la génération de cellules CD123int,CD116-,CD115- générant des cellules 
CD123int,CD116-,CD115+ et finalement des cellules CD123+,CD135high,CD115-,CD116-. 
 
Caractéristiques des cellules dendritiques plasmocytoïdes 
 
Les cellules dendritiques humaines : des différences phénotypiques aux différences fonctionnelles 
 
i) La plasticité des pDCs 
 
La classification actuelle des cellules dendritiques humaines distingue les cellules dendritiques 
conventionnelles ou myéloïdes (cDCs), elles-mêmes divisées en deux sous-catégories en fonction de 
l’expression membranaire de CD1c (ou BDCA1 : Cd1c+ cDC) ou de CD141 (ou BDCA3 : CD141+ cDC), et 
les cellules dendritiques plasmocytoïdes (pDCs).  
D’un point de vue cytologique : 
- Les pDCs sont des cellules rondes, présentant un cytoplasme abondant basophile, un noyau 
en forme de haricot, et une zone claire circulaire en regard du noyau, l’arcoplasme, 
correspondant à l’appareil de Golgi 
- Les cDCs présentent de longues dendrites 
D’un point de vue phénotypique, les cellules dendritiques circulantes ont des caractéristiques 
communes :  
- elles expriment les molécules du complexe d’histocompatibilité de classe II impliquées dans 
la présentation antigénique, la plus fréquemment utilisée pour les identifier étant HLA-DR,  
- elles n’expriment pas certains marqueurs caractéristiques des lignées B (CD19, CD20), T 
(CD3), NK (CD56, CD16), monocytaire (CD14, CD16) et granuleuse (CD15, CD16, CD24).  
 
Mais elles se distinguent par le fait que 20,186,187 : 
- Les cDCs expriment les marqueurs myéloïdes CD13, CD33 et CD11c,  
- Les pDCs expriment fortement CD123 ainsi que BDCA-2 et BDCA-4.  
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D’un point de vue fonctionnel : 
- les pDCs ont une capacité de sécrétion d’IFNα 1000 fois supérieure à n’importe quelle autre 
cellule 160. Par exemple, dans les 6 heures suivant son activation par le virus de l’herpès 
humain(HSV), 50% du transcriptome d’une pDC est constitué d’ARN messagers (ARNm) des 
différents  interférons de type I 188;  
- Cette sécrétion massive et rapide d’IFN de type I par les pDCs implique l’expression 
constitutive d’IRF7 ; 
- Les pDCs ne sécrètent pas d’IL12, contrairement aux cDCs ; 
- La capacité des pDCs à stimuler des cellules T4 naïves est inférieure à celle des cDCs. 
 
Une des caractéristiques les plus intrigantes des pDCs est leur plasticité morphologique et 
fonctionnelle : en réponse à une stimulation appropriée, ces cellules passent d’un état hautement 
spécialisé (la production massive d’interféron α) à un autre état hautement spécialisé (capacité de 
stimulation des lymphocytes T), ce qui s’accompagne de changements morphologiques avec 
l’apparition de dendrites 189. 
 
ii) L’expression des TLRs 
 
Ces cellules expriment des récepteurs de la famille des pattern recognition receptors (PRR), les Toll-
like récepteurs (TLR), qui reconnaissent des motifs moléculaires spécifiques d’agents pathogènes (les 
PAMPs) 190.  
- Les cDCs expriment en majorité des TLR extracellulaires (TLR2, TLR4, TLR5, TLR6), mais aussi 
deux TLR intracellulaires, TLR3 et TLR8.  
- Les pDCs expriment exclusivement deux TLR intracellulaires, TLR7 et TLR9, localisés au niveau 
du reticulum endoplasmique 191,192. 
o TLR3 reconnaît l’ARN viral double brin 
o TLR9 reconnaît l’ADN bactérien (qui est un PAMP du fait de la fréquence d’îlots CpG 
déméthylés, 20 fois supérieure à celle observée dans l’ADN des vertébrés) et les 
oligodésoxynucléotides (ODN) synthétiques riches en îlots CpG 193–195 
o TLR7 et TLR8 reconnaissent l’ARN viral simple brin 196–198 
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iii) La réponse moléculaire à l’engagement de TLR7 et TLR9 
 
En présence d’un ligand, TLR7 et TLR9 interagissent avec Myd-88 (myeloid differentiation primary 
response gene 88), déclenchant une cascade de signalisation aboutissant à l’activation des voies MAP 
kinases (qui résulte en l’expression membranaire des molécules de co-stimulation CD80, CD86 et 
CD40), de la voie NF-κB (qui résulte en la sécrétion de TNF-α et d’IL6) et d’IRF-7  (qui résulte en la 
sécrétion de tous les sous-types d’interférons de type I) 190.  
 
Tableau 9 : Expression des TLRs par les cellules dendritiques 
humaines. Adapté d’après Liu, Annu Rev Immunol 2005
188 
pDCs cDCs
TLR 1 + +
TLR 2 - +
TLR 3 - ++
TLR 4 - +
TLR 5 - +
TLR 6 + +
TLR 7 ++ -
TLR 8 - ++
TLR 9 ++ -
TLR 10 + +
Figure 9 : Réponse moléculaire à l’engagement de TLR7 et de TLR9. Reproduit d’après Giliet et al, Nat Rev Immunol 
2008
190
. Au repos, les pDCs expriment les TLR7 et 9 qui sont localisés dans le réticulum endoplasmique (ER). Après 
exposition de la cellule à des virus ou des acides nucléiques, ces TLRs sont relocalisés dans les endosomes pour 
interagir avec leur ligand (acide nucléique), ce qui induit des changements conformationnels des TLRs responsables 
de l’activation de  Myd88 (myelod differentiation primary –response gene 88) puis de son association avec TRAF6 
(TNF receptor-associated factor 6), BTK (Bruton’s tyrosine kinase) et IRAK4 (interleukin 1 receptor-associated kinase 
4). Le complexe ainsi formé active alors : 1) IRF7 (interferon-regulatory factor7) via TRAF3, IRAK1, IKKα (inhibitor of 
NF-κB kinase α), l’ostéopontine (OPN) et Pi3K (phosphoinositide 3-kinase), ce qui aboutit à sa translocation nucléaire 
et l’initiation de la transcription des interférons de type I ; 2) TAK1 (TGF-β-activated kinase 1) qui déclenche 
l’activation de NF-κB et des MAP (mitogen-activated protein) kinases et 3) IRF5 qui aboutissent à la production de 
cytokines proinflammatoires et l’expression des molécules de costimulation. 
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L’expression constitutive de grandes quantités d’IRF7 est extrêmement spécifique des pDCs et 
permet à ces cellules de produire rapidement de grandes quantités d’IFNα en réponse à 
l’engagement d’un TLR.  
En l’absence de ligand, les TLR sont dans le réticulum endoplasmique. En réponse aux acides 
nucléiques pathogènes, ils migrent dans les endosomes 191. 
 
- Les ligands multimériques de TLR (comme les ODNs de type A) qui restent longtemps dans le 
compartiment endosomal précoce activent  préférentiellement la voie Myd88-IRF7 et la 
production d’IFNα,  
- Les ligands monomériques (comme les ODNs de type B) migrent rapidement dans le 
compartiment endosomal tardif et induisent la maturation des pDCs en cellules dendritiques 
et la sécrétion d’IL-6 et de TNFα 199,200.  
 
 
 
Les ADNs peuvent également déclencher l’activation de la voie Myd-88 par le biais de récepteurs 
cytosoliques tels que les hélicases DHX36 et DHX9201.  
Toutes ces voies nécessitent néanmoins une internalisation préalable des acides nucléiques, qui peut 
résulter d’endocytose, d’autophagie ou de phagocytose associée à LC3 185,202,203. La présence 
exclusivement intracellulaire des récepteurs aux acides nucléiques permet de limiter le risque 
d’activation intempestive des pDCs en présence d’acides nucléiques extracellulaires endogènes qui 
circulent dans un contexte inflammatoire. 
Figure 10 : Régulation temporo-spatiale des fonctions des pDCs. Reproduit d’après Gilliet et al,  
Nat Rev Immunol 2008
190
. L’interaction prolongée  du TLR9 avec les ODNs de type A a lieu dans les 
endosomes précoces et active préférentiellement la voie IRF7, tandis que les complexes ODNs de 
type B-TLR9 migrent rapidement dans les endosomes tardifs et les lysosomes, plus acides, et 
activent préférentiellement les voies NF-κB et MAPK. 
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iv)  La régulation extracellulaire des fonctions des pDCs 
 
Les pDCs expriment également un vaste répertoire de récepteurs de surface, permettant la 
régulation de leur activité par des facteurs solubles (tels que les cytokines) et par des contacts avec 
les cellules de leur environnement. 
- Certains récepteurs de cytokines sont impliqués dans leur activation et leur maturation en 
cellules dendritiques matures : il s’agit des récepteurs de l’IL-3, du GM-CSF et du TNFα 
149,204,205. Les interférons de type I sécrétés par les pDCs peuvent également agir de manière 
autocrine par le récepteur à l’IFNα (IFNAR) exprimé de manière ubiquitaire et stimuler la 
production d’IFN par rétrocontrôle positif 206.  
- D’autres récepteurs de cytokines, comme ceux de l’IL10 et du transforming growth factor β 
(TGF-β) inhibent la production d’IFNα par les pDCs 207,208. 
- Les autres récepteurs inhibiteurs décrits sont ILT7, BDCA-2, FcεR1α , FcγRIIA et NKp44 187,209–
212.  
- ILT7 appartient  à la famille des « immunoglobulin-like transcripts » (ILT) qui 
possèdent un domaine « immunoglobulin-like » extracellulaire dédié à la fixation du 
ligand et un domaine transmembranaire et cytoplasmique déterminant leur 
appartenance à une des deux sous-classes d’ILT: les récepteurs inhibiteurs 
possèdent un motif intracytoplasmique (immunoreceptor-based tyrosine inhibition 
motif ITIM) responsable de la signalisation en aval, tandis que les récepteurs 
activateurs nécessitent l’association à des protéines transmembranaires 
adaptatrices portant un motif ITAM (immunoreceptor –based tyrosine activation 
motif ITAM)  pour la transduction du signal.  C’est le cas pour ILT7. 
- La sous-unité γ du récepteur aux immunoglobulines E (FcεR1γ) est une protéine 
adaptatrice qui s’associe à ILT7 pour la transduction d’un signal inhibant la 
production d’IFNα 209 ; elle s’associe également à la sous-unité α du récepteur aux 
immunoglobulines E (FcεR1α), également exprimée par les pDCs 210, et à BDCA-2.  
- BDCA-2 est un membre de la famille des récepteurs à la lectine de type C (CLR) dont 
l’engagement inhibe la production d’IFNα induite par TLR 7 et TLR9 213. Cette 
inhibition passe par l’association de BDCA2 avec FcεR1γ qui déclenche une cascade 
de signalisation impliquant Syk et BLNK, proche de celle déclenchée par 
l’engagement du BCR dans les lymphocytes B 214. Cette même cascade de 
signalisation est déclenchée par l’engagement des autres récepteurs inhibiteurs. 
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- NKp44 se lie à une autre protéine adaptatrice, DAP12, pour déclencher cette même 
cascade 212 
- FcγRIIA possède son propre motif ITAM 
L’engagement des récepteurs de surface inhibiteurs aboutit à l’inhibition de la production d’IFN de 
type I, d’IL-6 et de TNFα après engagement des TLR. En revanche, la maturation des pDCs n’est pas 
ou peu affectée. Cette cascade de signalisation aboutit également à la diminution de l’expression de 
TLR9, ce qui explique que la diminution de la réponse aux agonistes de TLR9 soit plus marquée que 
pour TLR7. La régulation négative de TLR9  étant due à la translocation nucléaire de NF-κB, elle est 
également observée après l’engagement des TLR (7 et 9) et l’activation de la voie Myd88/IRF7  215; 
une explication possible de cette neutralisation sélective de la réponse à TLR9 provient du fait que la 
sécrétion cytokinique déclenchée par TLR9 est plus massive que celle de TLR7 et nécessite donc un 
mécanisme de rétrocontrôle négatif plus strict. 
 
Rôle des dellules dendritiques plasmocytoïdes dans la réponse immunitaire  
 
Les cellules dendritiques plasmocytoïdes interviennent dans la réponse immunitaire innée et 
adaptative en sécrétant des interférons de type I et, dans une moindre mesure, d’autres cytokines 
Figure 11 : Régulation négative de la réponse des pDCs. Reproduit d’après Giliet et al, Nar Rev Immunol 2008
190
. Les 
récepteurs inhibiteurs BDCA2, ILT7 et FcεR1α s’associent à la protéine adaptatrice FcεR1γ pour induire la voie de 
signalisation Src/Syk (spleen tyrosine kinase)/BLNK (B-cell linker)/BCAP (B-cell adaptor protein). FcγRIIA et l’association du 
récepteur NKp44 avec  DAP12 induisent la même voie, responsable d’une inhibition marquée de la production d’IFN de 
type I et des cytokines pro-inflammatoires telles qu’IL6 et le TNF.
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pro-inflammatoires telles que l’IL-6 et le TNF-α, et en entrant directement en contact avec d’autres 
cellules du système immunitaire. Les effets de l’IFNα ont été explorés avant même que les pDCs ne 
soient identifiées comme la source principale de cette cytokine. L’interaction directe des pDCs avec 
les différentes cellules de la réponse immunitaire innée et adaptative amplifie l’effet des cytokines 
secrétées et confère aux pDCs des fonctions supplémentaires. 
 
pDCs et cellules B 
 
Les pDCs favorisent la maturation et la prolifération des lymphocytes B, ainsi que leur différentiation 
terminale en plasmocytes. Au niveau des cellules B naïves, l’IFNα induit l’expression de TLR-7 et de 
Myd-88, un effet nécessaire à la stimulation de leur prolifération par des agonistes de TLR-7 216. Puis, 
la différentiation terminale des cellules B activées en plasmocytes sécrétant des immunoglobulines 
nécessite l’intervention séquentielle de l’IFNα puis de l’IL-6, toutes deux produites par les pDCs 217. 
Un contact direct entre les pDCs et les lymphocytes B via l’interaction de CD70, exprimé par les pDCs, 
avec CD27, exprimé par les cellules B, favorise l’action des cytokines produites par les pDCs 218. 
 
pDCs et cellules NK 
 
L’IFNα stimule l’activité cytotoxique des cellules NK 219. Comme avec les cellules B, un contact entre 
pDCs et cellules NK amplifie l’effet de stimulation de la cytotoxicité des NK par les pDCs 220. L’un des 
acteurs de cette interaction est le ligand du récepteur au TNF induit par les glucocorticoïdes (GITR-L) 
exprimé par les pDCs : il interagit avec son récepteur GITR exprimé par les cellules NK 221. 
 
pDCs et cellules T 
 
Les pDCs non activées ont un profil tolérogénique : elles induisent une anergie des cellules CD4+ 
naïves 222. L’action des pDCs activées sur les cellules T est fonction du mode d’activation de ces 
cellules.  
- Les pDCs activées par un virus ou un agoniste de TLR-9 (comme les 
oligodésoxyribonucléotides synthétiques riches en régions CpG déméthylées, CpG-ODNs) 
induisent une réponse T de type Th1,  
- tandis que les pDCs activées par l’IL3 et le CD40  induisent une réponse T de type Th2 205.  
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Les pDCs activées expriment  
- le ligand du récepteur co-stimulateur inductible (ICOS) des cellules T (ICOS-L) qui stimule la 
production d’IL10 par les cellules CD4 naïves 223,224 
- le récepteur du ligand 1 de mort programmée (PD-L1 ; programmed death ligand 1), qui 
induit l’anergie des cellules T exprimant PD1 225. 
Les pDCs activées expriment également le ligand TRAIL (tumor-necrosis-factor related apoptosis 
inducing ligand) qui provoque l’apoptose des cellules T infectées, par exemple par le virus de 
l’immunodéficience humaine (VIH). 
De plus, les pDCs activées sont des cellules dendritiques bona fide dotées de la capacité de 
présentation antigénique directe et croisée aux lymphocytes T 226,227. 
Enfin, les pDCs peuvent également être impliquées dans la génération de lymphocytes T régulateurs 
(Tregs) naturels 228 et l’induction223 ou l’expansion de Tregs à partir de lymphocytes T4 naïfs. Les 
mécanismes de cette induction impliquent l’expression par les pDCs de l’indoléamine-2,3-
dioxygénase (IDO)229 et l’interaction entre ICOS (sur les cellules T) et ICOS-L (sur les pDCs)230.  
 
pDCs et cDCs 
 
Les pDCs ont une activité le plus souvent synergique de celle des cDCs. Ces dernières expriment un 
répertoire de TLR différent et sécrètent un répertoire plus varié de cytokines : à côté de l’IL-6 et du 
TNFα, les cDCs synthétisent et sécrètent l’IL-1β, l’IL-8, l’IL-10 et l’IL12 p70. Elles sécrètent aussi de 
petites quantités d’IFN de type I, à l’instar de la plupart des cellules.  
L’IFNα serait un déterminant majeur de l’efficacité de la présentation croisée d’antigènes par les 
cDCs 231. In vitro, l’IFNα produit par les pDCs favorise la maturation des cDCs générées à partir de 
cellules CD34+ 232 ou de monocytes 233–235 et stimule la production d’IL-10 par les cDCs matures 236.  
L’existence d’un dialogue par contact cellulaire entre les cDCs et les pDCs est fortement suspectée. La 
principale interaction identifiée  implique NOTCH-ligand exprimé par les pDCs et NOTCH exprimé par 
les cDCs 237,238. In vitro, les pDCs stimulées par le VIH induisent la maturation et l’activation des cDCs 
par la sécrétion d’IFNα et de TNFα 239, mais la maturation et l’activation des cDCs par des pDCs 
stimulés par un CpG-ODN sont peu diminuées par la neutralisation de l’IFNet nécessitent un 
contact cellulaire direct qui implique notamment la molécules d’adhésion ICAM-1 exprimée par les 
pDCs 240,241.  
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pDCs et monocytes 
 
L’IFNα stimule la différentiation des monocytes en macrophages et l’expression des récepteurs Fc  à 
la surface de ces cellules, favorisant ainsi la phagocytose et la cytotoxicité cellulaire dépendante des  
anticorps (ADCC). L’IFNα induit aussi l’expression par les monocytes et les macrophages du ligand  
TRAIL capable d’activer l’apoptose des cellules exprimant les récepteurs agonistes de TRAIL, en 
particulier les cellules tumorales 242. 
 
Implication des pDCs en oncologie  
 
Du fait de leur capacité à recruter et activer les autres acteurs de la réponse immunitaire innée ou 
acquise par les cytokines qu’elles produisent et les contacts cellulaires directs qu’elles établissent, les 
pDCs jouent un rôle primordial dans l’immunité anti-infectieuse et antitumorale. L’accumulation de 
pDCs dans un contexte tumoral devrait donc favoriser une réponse immunitaire efficace. 
 
i) L’activité antinéoplasique des IFNs de type 1 
 
L’IFNα est vraisemblablement un acteur majeur de l’immunosurveillance antitumorale. Les deux 
récepteurs aux interférons de type I, IFNAR1 et IFNAR2, sont ubiquitaires. Ils sont associés 
respectivement aux kinases intracellulaires Tyk2 et Jak1. L’activation de Tyk2 et de Jak1 conduit à la 
phosphorylation de STAT1 ou STAT2 puis à la formation d’homodimères de STAT1 ou 
d’hétérodimères STAT1/STAT2 qui recrutent IRF9. Le complexe trimérique ainsi formé (ISGF3, 
Interferon-stimulated gene factor 3) migre dans le noyau pour moduler la transcription des gènes 
stimulés par l’IFNα (ISG, interferon-stimulated genes). L’un de ces gènes code IRF7 (Interferon 
regulatory factor 7), un facteur qui amplifie la transcription des gènes cibles de l’IFN 243.  Plusieurs 
modèles de souris déficientes pour les récepteurs aux interférons de type I et pour STAT1 suggèrent 
l’importance de cette signalisation dans l’immunosurveillance antitumorale 244. La signalisation 
induite par l’IFNα est résumée dans la figure 12. 
 L’IFNα a une activité antitumorale solidement démontrée dans certaines situations et mise à profit 
dans le traitement actuel de cancers solides (principalement le mélanome malin) et d’hémopathies 
malignes (principalement les néoplasmes myéloprolifératifs).  Plusieurs mécanismes ont été 
proposés pour expliquer cet effet thérapeutique.  
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- Un mécanisme indirect par l’inhibition de la sécrétion de facteurs pro-angiogéniques tels que 
VEGF245, FGF 246et IL8247, aboutissant à la réduction de la prolifération des cellules 
cancéreuses et de leur capacité à former des métastases.  
- Un mécanisme immunologique par l’activation de la maturation des cellules B et de la 
cytotoxicité des cellules NK et des lymphocytes T.  
- Un effet direct sur les cellules tumorales en inhibant leur prolifération 248 et en induisant leur 
apoptose249,250 
- Un effet direct sur le clone tumoral dans le contexte des hémopathies malignes par la mise 
en cycle des cellules souches leucémiques qui les épuise ou les sensibilise à d’autres agents 
antinéoplasiques comme l’imatinib dans la leucémie myéloïde chronique 251,252. 
 
ii) pDCs et tumeurs solides 
 
Une infiltration de la tumeur par des pDCs a été observée dans le mélanome et les cancers de la tête 
et du cou, du sein, de l’ovaire, du poumon et de la prostate. Le nombre de pDCs circulantes est peu 
ou pas modifié, les pDCs s’accumulant dans le microenvironnement tumoral, tant au niveau de la 
Figure 12 : Signalisation induite par l’interféron de type I. reproduit d’après Dunn et al, Nat Rev 2006
243
. Les interférons 
de type I selient à leur récepteur constitué des sous-unités IFNAR1 et IFNAR2 respectivement associées à la tyrosine kinase 
2 (TYK2) et à Janus Kinase 1 (JAK1), qui phosphorylent STAT1 et STAT2, aboutissant à la formation d’homodimère STAT1 ou 
d’ hétérodimère STAT1/STAT2, qui s’associe à IRF9 pour former un complexe trimérique, ISGF3(IFN-stimulated gene 
factor3). Après translocation nucléaire, ISGF3s’associe à des séquences régulatrices, les ISRE (IFN-stimulated response 
elements) pour réguler la transcription des gènes stimulés par les IFNs de type I (ISG), parmi lesquels IRF7. 
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tumeur primaire que des métastases et des ganglions métastatiques. Du fait de leur capacité à 
sécréter des quantités massives d’IFN de type I, ces pDCs infiltrant les tumeurs devraient avoir une 
action antitumorale. 
Or, l’infiltration des tumeurs primaires ou secondaires par des pDCs est corrélée le plus souvent à un 
pronostic défavorable. C’est ce qui a été observé dans les cancers du sein 253, de l’ovaire 254,  de la 
tête et du cou 255,256 et dans les mélanomes malins 257,258.  Ce n’est pas un évènement très fréquent : 
la présence d’un infiltrat intratumoral de pDCs est rapportée dans 13% des cancers du sein 253, mais 
elle est observée surtout dans les sous-types histologiques agressifs (index mitotique élevé, « triple-
négatifs ») 259. 
Cette corrélation à un pronostic défavorable pourrait être due au fait que les pDCs présentes au sein 
du microenvironnement tumoral ont un phénotype tolérogène, caractérisé par une maturation 
incomplète260, une diminution drastique de la capacité de synthèse et sécrétion d’IFN de type I 
254,256,261,262, et une incapacité à stimuler efficacement les lymphocytes T. Leur présence est aussi 
fréquemment associée à l’expansion des lymphocytes T régulateurs (Tregs) à partir des cellules T4 
naïves.  
Le phénotype tolérogène des pDCs infiltrant les tumeurs est plus ou moins marqué en fonction du 
site tumoral (primaire, métastatique ou ganglionnaire) chez un même patient, et les pDCs 
circulantes, qui sont très rares, en contexte sain comme pathologique, ont des fonctions normales, 
ce qui suggère une influence majeure du microenvironnement sur le phénotype tolérogène des pDCs 
dans les tumeurs.  
- Les pDCs infiltrant les tumeurs primaires de la tête et du cou ont une réponse altérée aux 
agonistes de TLR-9 (diminution marquée de la sécrétion d’IFN de type I), altération beaucoup 
moins marquée dans les pDCs infiltrant les ganglions métastatiques 256.  
- Une accumulation de  pDCs est observée au sein des tumeurs de l’ovaire et dans les ascites 
métastatiques. Le recrutement des pDCs est dû, dans les 2 cas, à la sécrétion de Stromal 
Derived Factor 1-α (SDF-1α, aussi connu sous le nom de CXCL12) par les cellules tumorales. 
Les pDCs expriment en effet CXCR4, ligand de CXCL12 263. Seule la présence de pDCs dans la 
tumeur primaire est associée à un pronostic défavorable. Comme dans les cancers de la tête 
et du cou, ces pDCs intratumorales ont un défaut de production d’IFNα en réponse aux CpG-
ODN  qui n’est pas observé dans les pDCs de l’ascite 254.  
- On retrouve cette dissociation dans les cancers du poumon non à petites cellules dans 
lesquels les pDCs intratumorales, contrairement à celles retrouvées dans les ganglions 
métastatiques, ont une capacité diminuée à produire de l’IFNα 261,262. 
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- Il y a peu de pDCs dans la peau en contexte physiologique. Dans le mélanome, le 
recrutement cutané des pDCs est fréquent, vraisemblablement favorisé par la sécrétion de 
SDF1-α/CXCL12 par les cellules tumorales 264. La présence de pDCs au niveau de la lésion 
primaire est typiquement associée à un pronostic péjoratif 257,258. Les pDCs infiltrant les 
ganglions métastatiques ont aussi un profil immature (pas d’expression de CD80 ni CD83) et 
une diminution de la capacité à produire de l’IFNα 260. Cependant, la régression spontanée de 
lésions cutanées mélanocytaires a été associée aussi à la présence d’un infiltrat de pDCs qui, 
dans ce contexte, restent capables de produire de l’IFNα 265.  
Dans les carcinomes du col de l’utérus (néoplasies intraépithéliales cervicales de haut grade), 
cependant, les pDCs infiltrant la tumeur semblent fonctionnelles, capables de sécréter de l’IFNα en 
présence d’HPV 16. Cette observation est le rationnel d’un traitement topique par un agoniste 
synthétique  de TLR7, l’imiquimod 266–268. 
 
iii) pDCs et hémopathies malignes 
 
La présence et le rôle des pDCs dans les hémopathies malignes ont été moins étudiés que dans les 
tumeurs solides. Un déficit quantitatif et/ou fonctionnel des pDCs circulantes a été recherché, mais 
les conclusions de ces travaux restent fragiles. Lorsque l’hémopathie est caractérisée par une 
dominance clonale précoce au niveau des CSPH, les pDCs circulantes sont susceptibles d’appartenir 
au clone tumoral. 
Dans les lymphomes/leucémies à cellules T de l’adulte, une diminution du nombre des pDCs 
circulantes  et de leur capacité à sécréter l’IFNα a été rapportée 269. Mais l’hémopathie maligne dans 
lequel le rôle des pDCs a été le mieux étudié est le myélome multiple (MM). La fréquence des pDCs 
circulantes chez les patients atteints de cette maladie est équivalente à celle des sujets sains. En 
revanche, la fréquence des pDCs médullaires est augmentée et leur capacité à induire la prolifération 
des cellules T est diminuée. Elles favorisent la croissance des plasmocytes tumoraux et leur confèrent 
une résistance au bortezomib, au lénalidomide et à la dexaméthasone, qui sont parmi les molécules 
les plus utilisées dans cette maladie. Elles stimulent la sécrétion d’IL-3 et de SDF1-α par les 
plasmocytes tumoraux. L’IL-3 favorise leur propre survie, SDF1-α stimule leur recrutement, créant un 
rétrocontrôle positif. Leur stimulation par des CpG-ODN permet néanmoins de restaurer au moins 
partiellement la capacité des pDCs à stimuler les lymphocytes T et à inhiber la croissance et la 
résistance au traitement des plasmocytes tumoraux 270. In vitro, l’utilisation d’un nouvel anticorps 
monoclonal anti-CD123 couplé à la toxine diphtérique, le SL-401, induit l’apoptose des pDCs, inhibe 
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la prolifération des plasmocytes tumoraux et potentialise les effets anti-tumoraux du bortezomib et 
du pomalidomide, ce qui a été validé dans des modèles de xénogreffe chez la souris 
immunodéprimée 271.  
Dans les hémopathies myéloïdes, les altérations et l’impact des pDCs sur la maladie n’ont pas été 
beaucoup explorés.  
- Chez les patients atteints de leucémie myéloïde chronique, le nombre de cellules 
dendritiques circulantes appartenant aux différentes catégories (pDCs, cDC BDCA1+ et cDC 
BDCA3+) est diminué par rapport aux sujets sains. Ce défaut est associé à des concentrations 
sériques élevées de VEGF et une orientation Th2 de la réponse lymphocytaire T. Ces 3 
anomalies sont partiellement corrigées chez les patients qui répondent à l’imatinib 272. La 
culture de cellules CD34+ de patients atteints de LMC en présence d’imatinib favorise la 
différentiation en pDCs, ce qui est expliqué, au moins en partie, par une augmentation de 
l’expression de Flt3 à la surface des cellules CD34+ en présence d’imatinib 273. 
- Dans les SMD, la fréquence des cDCs et des pDCs circulantes est également significativement 
moins élevée que chez les sujets sains appariés sur l’âge 274. L’appariement sur l’âge est 
particulièrement pertinent dans le contexte des SMD, ces pathologies touchant 
préférentiellement les sujets âgés. Or, il existe chez les sujets sains une « sénilité » de la 
dendritopoïèse aboutissant à un déficit quantitatif et qualitatif lors du vieillissement 275–277. 
Une autre étude décrit une diminution de la fréquence des pDCs et des cDCs dans la moelle 
osseuse des patients atteints de SMD 278, mais la fonctionnalité de ces pDCs n’a pas été 
explorée. 
- Dans les leucémies aiguës myéloïdes, une diminution de la fréquence des pDCs et des cDCs 
médullaires 279 et sanguines 280 a été reportée par certains auteurs, mais 11% des patients 
présentent une augmentation importante des deux sous-types de cellules dendritiques dans 
la moelle 279. Une autre étude a retrouvé une grande hétérogénéité de la fréquence des pDCs 
et des cDCs sanguines. Dans cette étude, chez 4 patients, les blastes  présentaient une 
anomalie cytogénétique détectée en FISH, et ces anomalies étaient retrouvées dans les cDCs 
et les pDCs, démontrant leur appartenance au clone leucémique. Les pDCs leucémiques 
présentaient une diminution marquée de la sécrétion d’IFNα, de la capacité de stimulation 
des lymphocytes T, et de l’expression des marqueurs de costimulation après maturation avec 
du CD40L281. 
Ces données suggèrent que le nombre de pDCs médullaires et circulantes diminue dans la plupart 
des hémopathies myéloïdes. 
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iv) Mécanismes induisant la tolérogénicité des pDCs 
 
L’étude des pDCs associées aux tumeurs solides suggère une influence majeure du 
microenvironnement tumoral sur la présence et la fonctionnalité de ces cellules.  
Les facteurs solubles sécrétés par les cellules tumorales et les cellules de leur microenvironnement 
peuvent avoir un rôle chemo-attracteur (SDF-1α, TGF-β, VEGF) et immunosuppresseur (TGF-β, VEGF, 
PGE2, IL10) : 
- La sécrétion de CXCL12 par les cellules tumorales attire les pDCs dans le mélanome et le 
cancer de l’ovaire 263,264.  
- La neuropiline 1 (BDCA4), fortement exrimée par les pDCs, est un co-récepteur du VEGF et du 
TGF-β, tous deux sécrétés par les cellules tumorales, les lymphocytes T et les cellules 
stromales, et pourrait favoriser le recrutement des pDCs au site tumoral 282. 
- TNFα, TGF-β, GM-CSF et la prostaglandine E2 ont été impliqués dans la diminution de la 
production d’IFNα par les pDCs  283. TNFα et TGF-β inhibent l’expression et la translocation 
nucléaire d’IRF7 dans les pDCs 284. 
- L’IL-3 augmente la survie des pDCs.  
- L’expression d’ICOS-L par les pDCs est stimulée par le GM-CSF sécrété par les cellules 
tumorales285.  
- Le GM-CSF stimule aussi l’expression, par les pDCs, des molécules de co-stimulation CD80 et 
CD86, et module l’interaction entre pDCs et cellules T, aboutissant à une réponse de type 
Th2 (sécrétion d’IL-4, IL-5, IL-13, diminution de la sécrétion d’IFN-γ) et à une sécrétion d’IL-10 
par les lymphocytes T 285. 
 
La tolérogénicité des pDCs peut également être induite par l’engagement de leurs récepteurs 
inhibiteurs, soit par les cellules tumorales, soit par les autres cellules du microenvironnement 
tumoral, comme les cellules stromales.  
- La protéine BST2 (bone marrow stromal antigen 2) est un des ligands d’ILT7 286. Elle induit 
une diminution de la sécrétion d’IFNα par les pDCs. Elle est exprimée par de nombreuses 
tumeurs humaines comme le cancer de la vessie 287, le cancer de l’endomètre 288, le myélome 
mutiple 289, la leucémie lymphoïde chronique 290. Dans certains cas, son expression est 
associée à un mauvais pronostic comme dans le carcinome nasopharyngé 291, le carcinome à 
cellules rénales 292, les cancers gastro-intestinaux (œsophage, estomac et colorectal) 293, et le 
cancer du sein  (où il est associé spécifiquement à la présence de métastases osseuses) 294,295. 
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L’analyse de l’expression de BST2 dans la moelle et les cellules mononucléées sanguines 
humaines révèle une expression intense de BST2 par les cellules stromales médullaires 296 
mais également par les cellules sanguines, et plus spécifiquement les monocytes 297. 
 
v) Mécanismes de tolérogénicité induite par les pDCs  
 
Outre leur incapacité à produire des cytokines pro-inflammatoires, les pDCs présentes dans le 
microenvironnement des tumeurs peuvent exercer une action immunosuppressive en induisant 
l’induction et l’expansion  de lymphocytes T régulateurs (Tregs) et une réponse de type Th2.  
L’expansion des Tregs implique une interaction entre ICOS (sur les cellules T) et ICOS-L (sur les pDCs) 
230 et l’expression par les pDCs de l’indoleamine-2,3-dioxygénase (IDO).  
- L’interaction ICOS-ICOS-L et la sécrétion d’IL-10 permettent aux pDCs de stimuler la survie et 
la prolifération des cellules T regs ICOS+ dans les cancers ovariens 298, les cancers du sein 230 
et les mélanomes 258. 
- La présence d’IDO au niveau des pDCs et des cellules suppressives d’origine myéloïde (MDSC) 
présentes dans les mélanomes malins, tumeur primaire et métastases, ganglions 
(métastatiques ou non) et sang, est associée à un mauvais pronostic299,300. L’enzyme est 
fonctionnelle puisque le niveau du tryptophane est diminué dans le sérum lorsque IDO est 
exprimée. 
Un autre mécanisme d’induction des Tregs semble impliquer la neuropiline-1. Contrairement aux 
Tregs murins, la majorité des Tregs humains n’expriment pas la neuropiline1. Pourtant, une 
population de Tregs identifiée dans les ganglions métastatiques l’exprime fortement. La neuropiline 
1 exprimée par les Tregs interagit alors de manière homotypique avec la neuropiline 1 exprimée par 
les pDCs, renforçant le contact entre pDC et cellule T et favorisant l’expansion des Tregs. Ce contact 
ne nécessite pas l’expression de molécule de costimulation (CD40 , CD80 et CD86) par les pDCs qui, 
lorsqu’elles infiltrent les tumeurs, ont souvent perdu cette expression 282. 
Dans le mélanome, l’orientation vers une réponse de type Th2 est liée à l’expression par les pDCs de 
OX40L 258. 
D’autres mécanismes non identifiés participent vraisemblablement à la tolérogénicité des pDCs. 
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vi) Activité antitumorale des pDCs 
 
Si les pDCs observées en contexte tumoral sont généralement tolérogéniques, elles peuvent aussi 
participer à l’immunité antitumorale, soit naturellement, soit sous l’effet d’une stimulation 
rétablissant leurs fonctions immunogéniques. 
Les pDCs immunogéniques sont vraisemblement impliquées dans l’immunosurveillance244. Elles ne 
deviendraient alors tolérogéniques que lors de l’immuno-évasion de la tumeur, capable dès lors de 
« pervertir » les pDCs soit directement soit par le biais d’autres effecteurs (cellules stromales, 
lymphocytes T, macrophage).  
De plus, l’observation d’infiltrats de pDCs et de grandes quantités d’IFNα dans les lésions 
spontanément régressives de mélanome démontre la capacité antitumorale des pDCs265. 
L’immunogénicité des pDCs peut parfois être rétablie avec des agonistes de TLR-7 ou TLR-9 301. 
L’imiquimod, un agoniste de TLR-7, est utilisé en administration topique dans le traitement de lésions 
mélanomateuses, de carcinomes baso-cellulaires cutanés, de certains lymphomes cutanés et des 
néoplasies intraépithéliales cervicales de haut grade. L’imiquimod induit le recrutement de pDCs et 
de cDCs au site tumoral et l’expression de TRAIL par les pDCs 302. Cette expression de TRAIL nécessite 
la présence d’IFNα (autocrine ou non), et confère une cytotoxicité par contact avec les cellules 
tumorales 303,304. 
Les pDCs expriment également le granzyme B, mais peu d’arguments sont en faveur d’une fonction 
cytotoxique associée dans les pDCs 304,305. Au contraire, le granzyme B sécrété par les pDCs exposées 
à l’IL-3 et à l’IL-21  inhiberait la prolifération des lymphocytes T, exerçant paradoxalement une action 
immunosuppressive 306,307. 
 
 
Des pDCs infiltrent certaines tumeurs ou leurs métastases. Le plus souvent, ces pDCs sont devenues 
tolérogènes in situ sous l’effet des cellules tumorales et de leur environnement.  Un des enjeux de 
l’immunothérapie est de rétablir le potentiel antitumoral de ces cellules, notamment leur capacité à 
produire de l’interféron alpha. 
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OBJECTIFS DE L’ÉTUDE 
 
La leucémie myélomonocytaire chronique demeure une pathologie grevée d’un pronostic sombre, 
pour laquelle les options thérapeutiques actuelles sont insuffisantes.  Les thérapies ciblant les 
anomalies moléculaires s’avèrent jusqu’à présent décevantes, et le développement de nouvelles 
stratégies thérapeutiques est nécessaire.  
Dans ce contexte, le ciblage des différentes populations matures du clone et des interactions de la 
cellule souche leucémique avec son microenvironnement pourraient constituer des pistes 
thérapeutiques intéressantes. La présence d’îlots de cellules plasmocytoïdes exprimant fortement le 
CD123 dans la moelle osseuse de certains patients atteints de LMMC  a été rapportée à de 
nombreuses reprises dans la littérature, mais uniquement dans des études descriptives. Ces cellules 
ont retenu notre attention pour de multiples raisons : elles s’accumulent dans la niche 
hématopoïétique, qui constitue le microenvironnement tumoral de la cellule souche leucémique ; 
elles sont susceptibles d’appartenir au clone tumoral et donc de représenter une des populations 
matures du clone tumoral ; enfin, leurs caractéristiques cytologiques et phénotypiques sont 
évocatrices de cellules dendritiques plasmocytoïdes, des cellules spécialisées dans la sécrétion 
d’interférons de type I, qui font partie de l’arsenal thérapeutique dans les syndromes 
myéloprolifératifs. 
L’objectif de ce travail était d’explorer le rôle de ces cellules dans la leucémie myélomonocytaire 
chronique. 
Dans un premier temps, nous avons évalué l’incidence de l’accumulation de ces cellules dans la 
moelle et le sang de patients atteints de leucémie myélomonocytaire chronique. En parallèle, nous 
avons  confirmé d’une part que ces cellules étaient d’authentiques cellules dendritiques 
plasmocytoïdes (pDCs), et d’autre part qu’elles appartenaient au clone tumoral. 
Dans un second temps, nous nous sommes intéressés aux mécanismes régissant l’expansion chez 
certains patients de ces cellules dendritiques plasmocytoïdes, et avons mis en évidence une 
implication de la voie Ras dans l’expansion des pDCs, et une augmentation de la propension à 
générer des pDCs in  vitro des cellules souches hématopoïétiques (CSH) issues de patients atteints de 
LMMC présentant une accumulation médullaire de pDCs. 
Nous avons également étudié l’impact des pDCs in vitro sur les CSH, puisque les pDCs s’accumulent 
dans la niche hématopoïétique au contact des CSH, et avons mis en évidence une diminution de la 
prolifération des CSH en présence de pDCs. 
Parallèlement, nous avons évalué la corrélation entre l’accumulation de pDCs et la quantité de Tregs 
dans la moelle et le sang de patients atteints de LMMC, et mis en évidence une expansion des Tregs 
médullaires et sanguins chez les patients présentant une accumulation de pDCs médullaires. 
Enfin, nous avons évalué l’impact pronostique de l’accumulation médullaire de pDCs dans une 
cohorte rétrospective de 216 patients, et mis en évidence une tendance vers une amélioration de la 
survie globale, mais également un risque accru de transformation en leucémie aigüe chez les patients 
présentant une accumulation médullaire de pDCs. 
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Abstract 
Bone marrow infiltration with plasmacytoid CD123high cells was identified in a fraction of patients 
with a chronic myelomonocytic leukemia (CMML), but the mechanisms promoting the generation of 
these cells and their impact on disease evolution remain poorly known. Using a multiparametric flow 
cytometry assay, we detect an excess of lineage-negative mononucleated cells expressing CD45, 
CD123, HLA-DR, BDCA-2, BDCA-4 and CD4 in the bone marrow of 39/161 (24%) CMML patients. 
Conventional and electron microscopy, flow cytometry and gene expression analyses identify these 
cells as authentic plasmacytoid dendritic cells (pDCs). These pDCs respond to Toll-like receptor-9 
(TLR9) and TLR7 agonists by producing low levels of interferon alpha and high levels of interleukin-8 
(IL-8), respectively. Whole exome sequencing of sorted monocytes and pDCs detects one or several 
mutations that constitutively activate the Ras pathway in every pDC-rich patient, with some 
subclonal heterogeneity.  CD34+ cells from pDC-rich CMML produce high level of pDCs in ex vivo 
culture, even in the absence of FMS-like tyrosine kinase 3 ligand (FLT-3L). In co-culture experiments, 
pDCs collected from the bone marrow of pDC-rich CMML decrease the proliferation of CD34+ cells in 
a dose-dependent manner. pDC increase is associated with an expansion of CD4+ regulatory T cells 
(Tregs).  Retrospective analysis of a cohort of 216 CMML patients detected a mitigated effect of bone 
marrow infiltration with CD123high, TCL1+ cells on disease outcome, including a trend for a better 
overall survival of patients with a pDC excess but also an increased risk of leukemic transformation. 
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Introduction 
Chronic myelomonocytic leukemia (CMML) is a myeloid malignancy that mostly arises from 
the age-associated accumulation of somatic mutations in a hematopoietic stem or 
progenitor cell (HSPC)1. This disease associates cellular dysplasia of one or several myeloid 
lineages with proliferative features including monocytosis, therefore is classified as a 
myelodysplastic syndrome / myeloproliferative neoplasm by the World Health Organisation 
2. Although non-specific, the high incidence of TET2, SRSF2, ASXL1 and signaling mutations 
(NRAS, KRAS and CBL) is characteristic of this disease 3–5. Mutations accumulate almost 
linearly in HSPCs with clonal dominance in this cell compartment and a growth advantage to 
the most mutated cells with differentiation 6. Myeloid progenitors commonly demonstrate 
hypersensitivity to granulocyte macrophage-colony stimulating factor (GM-CSF), especially in 
patients harboring mutations in signaling genes 6,7. Median overall survival of CMML patients 
ranges between 15 and 30 months. Patients die from either disease transformation into 
acute myeloid leukemia (AML) (~25%), or complications of cytopenias, progressive 
exhaustion, auto-immune or inflammatory diseases and comorbidities 8. Allogeneic stem cell 
transplantation, which is the only curative therapeutic option, is only rarely applied because 
of patient age and comorbidities 9. Cytoreductive drugs and hypomethylating agents are 
used in patients with predominantly proliferative and dysplastic CMML, respectively 10.  
In the 1980s, pathologists identified the presence of irregular islands or nodules of CD123-
positive cells in the bone marrow and tissues of a fraction of patients with a myeloid 
malignancy 11. These cells were initially described as plasmacytoid T cells because of their 
plasma cell-like morphology and the expression of CD4 12, then as plasmacytoid monocytes 
because of the expression of monocytic markers 13. They were detected in both chronic and 
acute myeloid malignancies, with a strong predominance in CMML 14–18, and were shown to 
share somatic chromosomal abnormalities with leukemic cells, indicating their belonging to 
the malignant clone 15,18. However, the mechanisms promoting the generation of these 
tumor nodules and their impact on disease evolution have not been explored.  
Plasmacytoid dendritic cells (pDC) are a distinct subset of dendritic cells that bridge innate 
and adaptive immune response 19,20. The development of these bone-marrow derived cells 
relies essentially on the cytokine Flt-3L 21,22 and the master transcription factor E2.2, also 
known as TCF4 23, while the transcription factor IRF8 is required for several functions of 
differentiated PDCs 24. Mature pDCs lack most of the lineage surface markers for B, T, NK 
cells and monocytes, but express HLA-DR, CD123 (Interleukin-3 receptor alpha, IL-3Ra), 
CD303 (BDCA2) and CD304 (BDCA4/Neuropilin-1) 20,25. They are the most important source 
of type I interferons (IFN-I) following recognition of viruses or nucleic acids through Toll-Like 
Receptor-7 (TLR7) and TLR9 26. They can also capture, process and present or cross-present 
soluble or particulate antigens 27,28. Following TLR activation, pDC up-regulate HLA-DR and 
co-stimulatory molecules CD40, CD80 and CD86, allowing the direct activation of the 
adaptive immune response 27,29,30. Resting or alternatively activated pDC rather promote 
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tolerance through expression of IDO (Indoleamine-pyrrole 2,3-dioxygenase) 31,32, ICOS-L 
(inducible costimulator ligand) 33, or PDL-1 (Programmed death-ligand 1) 34. 
pDCs have been identified in a variety of human neoplasms, located mostly at the periphery 
of the tumors 35. In most cases however, tumor-associated pDCs are defective in IFN-I 
production and exert a suppressive or tolerogenic function, primarily by inducing IL-10 
producing regulatory T cells 33,36–39. It remains unclear if the sustained endoplasmic 
reticulum stress identified in tumor-associated dendritic cells 40 accounts for the disruption 
of pDC homeostasis in tumor microenvironment. In multiple myeloma bone marrow, the 
altered functions of infiltrating pDC could be restored by CpG-containing oligonucleotides 
targeting TLR9, both in vitro and in vivo 41. In the peripheral blood, the number of pDC is 
frequently reduced in cancer patients compared to healthy donors 35. A reduction of pDC 
number and functions in the peripheral blood was associated with disease progression in 
chronic and acute lymphoid malignancies 42–46. A decrease in the number of pDCs infiltrating 
the bone marrow was also associated with the progression of myelodysplastic syndromes 
(MDS) 47.  
The aim of this study was to explore the impact of CD123-positive cells infiltrating the bone 
marrow and tissues of a fraction of CMML patients on disease progression. Having validated 
that they are genuine pDCs according to the most recent classification, we demonstrate that 
they emerge from a Ras-mutated leukemic subclone whose growth and differentiation 
becomes independent of cytokines and identify a dual effect of these cells. On one hand, 
they still produce some IFN upon TLR stimulation and limit the proliferation of CD34+ cells, 
which may be beneficial. On the other hand, they produce high levels of IL-8 upon TLR 
stimulation, and correlate with an accumulation of CD4+ TRegs, which may promote disease 
progression. The result is a mitigated effect on disease outcome: while there is a trend for a 
better overall survival of patients with a pDC excess, the risk of leukemic transformation may 
be increased. 
  
 59 
 
Patients and methods 
Cell preparation 
pDC were identified and quantified in fresh peripheral blood mononucleated cells (PBMC) and bone 
marrow mononucleated cells (BMNC) collected from CMML patients, healthy donors and  non-CMML 
patients with their informed consent according to the Declaration of Helsinki. Bone marrow controls 
were age-matched and provided by patients undergoing total hip surgery or patients referred to our 
institution for solid malignancies or hematological disorders without marrow involvement. 
BMNC and PBMC were purified from bone marrow aspirates and peripheral blood diluted 1:2 in PBS 
and layered onto Ficoll-Paque for gradient centrifugation. Red blood cells were lysed using ACK 
(Ammonium Chloride Potassium) solution. 
 
Flow cytometry analysis 
BMNC and PBMC were incubated for 15 min at room temperature with Fc blocking reagent (Miltenyi 
Biotech) to prevent unwanted binding of antibodies to Fc receptor-expressing cells.  
For extracellular staining, BMNC/PBMC were stained for 45-60 min at 4°C using various cocktails of 
antibodies. For intracellular staining, cells were fixed after extracellular staining with Perm/Fix (BD 
Biosciences) for 20 min at room temperature, then washed with Perm/Wash (BD Biosciences) and 
stained for 60 min at 4°C. Flow cytometry analysis was performed on a BD LSRFortessa X-20, with BD 
FACSDiva software (BD biosciences). pDC were defined as cells CD45+ (BV510), HLA-DR+(BV650), 
Lineage (CD3, CD19, CD14, CD15, CD16, CD24)- (FITC/BB515), CD33- (APC-R700), CD123high (PC7), 
CD11c- (BV786), BDCA2+ (Percp-eF710), BDCA4+ (PE), CD4+ (BV711). Several markers were 
prospectively studied: CD56 (BUV395), CD2 (APC-H7), CD7 (APC-H7), CD80 (BV605), CD86 (PE-CF594 
/BUV737), PDL1 (PE-CF594), ICOS-L (BUV395), CXCR4 (BV605), Ki-67 (FITC). Regulatory T-cells were 
defined as CD45+ (BV510), CD3+ (PC5.5), CD4+ (BV711), CD25high (BUV563) CD127low/neg (BV421) cells. 
For quantification of pDCs, number of pDCs out of mononuclear cells was used. Mononuclear cell 
count was refined using a plot CD33 vs side structure (SSC), which enabled elimination of residual 
dysplastic immature myeloid cells (especially in bone marrow). The softwares  Kaluza (Beckman 
Coulter) and ModFit LT (BD biosciences) were respectively used for standard flow cytometry analysis 
and CFSE experiments analysis. 
 
Cell sorting 
Cell sorting was performed on a BD Influx Cell Sorter. pDCs were sorted as CD45+ HLA-DR+ Lineage 
(CD3, CD19, CD14, CD15, CD16, CD24)- CD123high CD11c-BDCA-4+ cells. In some experiments, 
hematopoietic stem cells were sorted concurrently as Lineage- CD34+ (APC-R700) cells. Cytospins and 
transmission electronic microscopy were performed on sorted pDCs. 
 
TLR-agonist stimulation 
Unsorted BMNC and PBMC were incubated for 3 hours at 37°C with  TLR7 –agonist (loxoribine), TLR-9 
agonist (Class C CpG ODN 2395), TLR-4 agonist (LPS) or RPMI, then  a Golgi apparatus inhibitor, 
brefeldin A, was added for 3 hours more at 37°C. Cells were then washed with cold PBS, extracellular 
staining was performed, then fixation, permeabilization and intracellular staining were performed. 
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pDCs were analyzed as CD45+HLA-DR+Lineage(CD3, CD19, CD14, CD15, CD16, CD24)-, CD123hiCD11c-
BDCA2+ CD4+ cells. Intracellular cytokines analyzed included IFNα (PE), TNF-α (APC-H7), IL-12 
(BV421), IL-6 (APC). Alternatively, sorted pDCs were plated at 5000 cells in 150µL in 96-well plates in 
X-Vivo 15 medium. They were incubated for 24 hours at 37°C with TLR7 –agonist (loxoribine), TLR-9 
agonist (Class C CpG ODN 2395), TLR-4 agonist (LPS) or RPMI, then supernatants were collected and 
frozen at -80°C upon analysis. Cytokine secretion was analyzed with a custom cytometric bead array 
(CBA, BD biosciences) including IFNα, TNFα, IL-6, IL-8, IL-12. Analysis was performed using FCAP array 
v3 (BD biosciences). 
 
pDC and CD34+ coculture experiments 
Fresh pDC and CD34+ cells collected from patients BMNC and fresh or frozen CD34+ cells collected 
from healthy donors through cytapheresis were sorted using BD Influx cell sorter. pDC were labeled 
with CFSE (BD biosciences, 1:1000, 15 minutes at 37°C) and CD34+ were labeled with Violet 
Proliferation Dye 450 (BD biosciences, 1:1000, 15 minutes at 37°C). CD34+ cells were sorted again to 
obtain uniform expression of Violet Proliferation Dye 450, thus allowing refined analysis of cell 
divisions. pDCs and CD34+ cells were co-cultured at different concentrations (0:1, 1:1, 10:1 and 20:1) 
in X-vivo 15 (Lonza) supplemented with insulin 10ng/mL, liposomes 20ng/mL, thrombopoietin (TPO, 
50ng/mL), stem cell factor (SCF, 50ng/mL), FMS-like tyrosine kinase 3 ligand (FLT3L, 10ng/mL) and 
interleukin-3 (IL-3, 20ng/mL) during 7 days. Proliferation was assessed at day 5 and day 7 by flow 
analysis. Results were analyzed using ModFit LT software.  
pDC generation from hematopoietic stem cells 
CD34+ from patients BMNC or cord blood units were sorted and cultured in X-vivo 15 (Lonza) 
supplemented with insuline 10ng/mL, liposomes 20ng/mL, TPO 50ng/mL, SCF 50ng/mL, FLT3L 
100ng/mL, IL3 20ng/mL. Additional experiments used growing concentrations of FLT3L 
(0,1,5,10,50,100 ng/mL) and additional GM-CSF (1ng/mL). We performed FACS analysis to quantify 
generated pDC every 5 days, from day 15 to day 30. Generated pDC were defined as CD45+ (BV510), 
HLA-DR+ (BV650), lineage (CD3, CD14, CD15, CD16, CD19, CD24)- (FITC/BB515), CD123high (PC7), 
CD11c- (APC), BDCA4+ (PE) CD34- (APC-R700). At day 30, generated pDC were sorted, nucleic acids 
were collected, TLR-agonist stimulation was performed and cytospins and transmission electronic 
microscopy were performed. 
Cytokine arrays 
Fresh peripheral blood and bone marrow samples were centrifugated at 900 rpm for 10 min, and 
supernatants were collected and frozen at -80°C upon analysis.  Peripheral blood supernatants 
(plasma) were analyzed in a multicentric (Gustave Roussy, Villejuif; H. Lee Moffitt Cancer Center, 
Tampa, FL, USA;  and  University of Florence, Italy) study including 219 CMML patients and 35 
controls. A custom 46-plex luminex based inflammatory cytokine profiling assay was performed. 
Bone marrow supernatants (150 CMML patients, 10 controls) were analyzed using mesoscale (MSD) 
technology. One 10-plex (IFNα, IL1Rα, MIF, FLT3-L, GM-CSF, CXCL12, VEGF, TNFα, IL10 et IL17a) and 
one 9-plex (: IL1b, IL6, IL8, IL4, IL2Rα, IFNγ, M-CSF, MIP-1β (CCL4) , TPO) panel were designed. Both 
panels and TGF-β assay were performed on the bone marrow samples. 
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Transcriptome analysis 
pDCs from fresh BMNC/PBMC of CMML patients or non-CMML controls as described before were 
sorted directly in lysis buffer TCL (Qiagen) supplemented with 4mM dithiothreithiol (DTT) and stored 
at -80°C upon extraction. RNA was extracted with the Single Cell RNA Purification Kit (Norgen Biotek 
Corp). cDNA was obtained using SMARTer Ultra Low Input RNA Kit for Sequencing v3 (Clontech).   
Whole exome sequencing 
We performed WES on sorted T-cells (CD3+), monocytes (CD14+) and pDC (Lin- HLA-DR+ CD123high 
CD11c- BDCA4+) sorted from the bone-marrow of 10 patients selected among those with a high 
fraction of pDC. DNA was extracted with the All Prep DNA/RNA mini Kit (Qiagen). Eighty to 200ng of 
DNA was shared (Covaris S2 system), end-repaired, 3’ extended with an A base, ligated with paired-
end adaptors using Bravo Automated platform, and amplified (6 cycles). Libraries were hybridized for 
24h with biotynylated RNA baits and enriched with streptavidin magnetic beads using Sureselect. 
Final libraries were indexed, pooled and paired-end libraries were sequenced on Illumina Hiseq 2000. 
Raw reads were aligned to the reference human genome hg19 using BWA 0.5.9, PCR duplicates were 
removed with Picard 1.76. Single nucleotides variants (SNVs) and indels were called with Varscan2 
somatic 2.3.2. Reads and bases with a Phred-based quality score  20 were discarded. Variant with 
somatic p-value below 10-4 (or 10-3 if contamination > 15% in CD3+ control samples) were reported. 
Variant were annotated with Annovar, mutations were searched in COSMIC and Pubmed. The effect 
of the mutation was predicted with SIFT, Polyphen2, Provean and FATHMM. We only reported 
variant in exonic or splicing regions, with a variant allelic frequency (VAF) > 10%. We defined an 
enrichment in pDC when we had an increase of the VAF > 10% when compared to CD14+. To 
compare the incidence of RAS signaling mutation in a cohort of CMML patients, we used the already 
published results of a WES analysis on monocytes of 49 CMML patients (Merlevede et al. Nature 
communication 2016).  
Statistical analyses 
Given the number of samples, we used nonparametric tests, including Mann Whitney test to 
compare means, Fischer exact to compare proportion. We used the Kaplan-Meier estimate to 
evaluate survival data. All statistical analyses were two-sided, retaining p<0.05 as statistically 
significant and were realized with STATA or Prism 7.  
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Results 
CD123-positive cells infiltrate hematopoietic tissues in a fraction of CMML patients 
The presence of CD123-positive cells that form irregular nodules is a well-known 
characteristic of bone marrow histopathology in a fraction of patients with a CMML 
diagnosis, as illustrated on bone marrow biopsies shown on Figure 1A. These cells are 
usually considered as plasmacytoid dendritic cells (pDCs). To further analyze the presence of 
pDCs in bone marrow aspirate and peripheral blood, we set up a multiparametric flow 
cytometry assay that detects lineage-negative (CD3, CD14, CD15, CD16, CD19, CD24), CD33-
negative and CD11c-negative mononucleated cells expressing CD45, CD123, HLA-DR, BDCA-
2, BDCA-4 and CD4 (Figure 1B). Compared to age-matched healthy donor tissues ( 24 bone 
marrow and 34 peripheral blood), an increased fraction of pDC was detected in 
mononucleated cells collected from the bone marrow of 39/161 (24%) and the peripheral 
blood of 22/200 (11%) CMML patients, respectively (Figure 1C, 1D and table 1). The cut-off 
value defining an increased fraction of pDCs in mononucleated cells (mean + 2SD in age-
matched control samples) was calculated to be 1.2% in the bone marrow and 0.6% in the 
peripheral blood, respectively (Figure 1C and 1D). Analysis of 108 matched bone marrow 
and peripheral blood samples demonstrated that the fraction of pDCs in mononucleated 
cells was always higher in bone marrow than in peripheral blood (median %pDCs 0.3 0.04-
0.81 in bone marrow vs 0.09 0.01-0.25 in peripheral blood, p<0.0001, paired-Wilcoxon 
test, Supplemental figure 2A). Importantly, in patients whose pDC number was below the 
cut-off value (pDC-poor CMML patients), the fraction of pDCs was significantly lower than in 
healthy donor tissues (p<0.0001 and p=0.004 in bone marrow and peripheral blood, 
respectively, Supplemental figure 2 B & C). A significant correlation was observed between 
the fraction of pDCs measured in matched blood and bone marrow samples in individual 
patients (linear regression, R2=0.75, p<0.001; Figure 1E). This translated into a good 
agreement between the amount of pDCs in bone marrow and peripheral blood (91.7%, 
Cohen’s kappa coefficient=0.67; Figure 1F). In particular, all patients with an excess of pDCs 
in peripheral blood had pDC excess in bone marrow, whereas 9 (8%) of those with a pDC 
excess in bone marrow had a normal count in peripheral blood (Figure 1F).   
CD123-positive cells that infiltrate CMML bone marrow are genuine pDCs. 
The precise definition of pDCs remains a controversial issue. CD45+, Lin-, HLA-DR+, CD123+, 
CD11c-, BDCA-4+ cells sorted from CMML patient bone marrow and analyzed after Giemsa 
staining demonstrate a typical plasma cell-like morphology that includes a rond or oval 
shape, an eccentric nucleus, a basophilic cytoplasm, and a pale Golgi zone known as the 
arcoplasm (Figure 2A). Electron microscopy analysis of these cells shows a well-developed 
rough endoplasmic reticulum (RER) in an electron-dense cytoplasm (Figure 2B), as described 
in typical pDCs. In some cases, we also noticed cytoplasmic hyaline inclusions constitued of 
aggregates of filaments (Figure 2B, lower panels, arrow). A very small fraction of these cells 
express AXL and, among CD33-, AXL- cells, a minor fraction was noticed to express CD2 
(Figure 2C and Supplemental figure 2 H & I). These cells were sorted and stimulated with  
 63 
 
Figure1. Identification of CD123high cells in bone marrow and peripheral blood of CMML patients.  A. Histological 
and immunohistochemical analysis of bone marrow trephine biopsy sections of CMML patients. Two representative 
cases are shown. Upper panel: “pDC”-rich CMML; Lower panel: “pDC”-poor CMML. Left column: hematoxylin/eosin 
staining; middle column: CD123 staining; right column: TCL1 staining. B. Flow cytometry analysis of bone marrow 
aspirate and peripheral blood samples collected from CMML patients and age-matched healthy controls. Sorted 
mononuclear cells were identified among CD45+ cells using Side Scatter (SSC) and CD33 staining. Putative pDCs were 
identified among mononucleated cells as HLA-DR+ Lineage (CD3, CD14, CD15, CD16, CD16, CD19, CD24)- CD33- CD11c- 
CD123+ BDCA-2+ BDCA-4+ cells.  “pDCs” richness was quantified as percentage of “pDCs” among mononuclear cells in 
bone marrow (C) and peripheral blood (D). E. & F. Correlation between “pDC” richness in CMML blood (PB) samples, 
defined as pDCs>0.6% PBMC, and in bone marrow (BM) samples , defined as pDCs>1.2% BMNC. Note that patient 
with “pDC”-poor bone marrow never have “pDC”-rich blood. 
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Figure 2. CD123+ cells identified in CMML patients are bona fide plasmacytoid dendritic cells. A. Giemsa staining of FACS-
sorted cells defined as in Figure 1; left: healthy bone marrow; right: CMML bone marrow. Note the bean-shaped nucleus 
with adjacent pale arcoplasm. B. Transmission electronic microscopy of FACS-sorted cells. Upper panel, left: healthy bone 
marrow; right: CMML bone marrow. Note the round cells, with characteristic abundant parallel rough endoplasmic 
reticulum. Lower panel: arrow, rough endoplasmic reticulum; packed juxtanuclear bundle-shaped microfilaments.  C. 
Extracellular expression of AS DCs markers by CMML pDCs. Note that very few cells express CD33, AXL and CD5.D-G. 
Cytokine secretion by FACS-sorted pDCs after 24h stimulation with LPS, loxoribine (TLR7-agonist), ODN2395 (TLR9-agonist) 
or interleukin 3.D: IFNα; E: TNFα; F:IL-6; G:IL-8. Note that TLR9 stimulation triggers secretion of variable amounts of IFNα, 
TNFα, IL-6 and IL-8 and that TLR7 stimulation triggers the secretion of massive amounts of IL-8. None of the stimulation 
triggered IL-12 secretion (not shown). I-J: pDCs IFNα secretion after stimulation with LPS, loxoribine (TLR7-agonist) or 
ODN2395 (TLR9-agonist) evaluated by intracellular flow cytometry in bone marrow (I) or peripheral blood (J) mononuclear 
cells. 
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Table 10 : Comparison of clinical and laboratory characteristics of 158 chronic myelomonocytic leukemia (CMML) patients 
with and without plasmacytoid dendritic cells (PDC), as evaluated by flow cytometry – European cohort  
 
either lipopolysaccharides (LPS) or TLR7 agonist (Loxoribine) or TLR9 agonist (CpG ODN2395) 
or IL-3 for 24 hours before measuring cytokines in the supernatant. At least in some patients, 
these cells produce interferon alpha (IFN) (Figure 2D), tumor necrosis factor (TNF) (Figure 
2E), IL-6 (Figure 2F) and IL-8 (Figure 2G), but not IL-12 (not shown) in response to the TLR9 
agonist CpG ODN2395. They do not respond to LPS in accordance with the characteristic 
features of pDCs. Of note, they also respond to the TLR7 agonist Loxoribine by reproducibly 
producing massive amounts of IL-8 (Figure 2G). In addition, we searched for interferon alpha 
production by intracellular flow cytometry using brefeldin A to induce the cytoplasmic 
accumulation of synthesized cytokines. With this method, interferon alpha was detected in 
the cytoplasm of a fraction of marrow (Figure 2H) and peripheral blood (Figure 2I) pDCs, 6 
hours after stimulation with the TLR9 agonist CpG ODN2395 or the guanosine analog and 
Available information All patients Patients with Patients without 
(n=159  ) PDC PDC
(n= 32, 20% ) (n=127, 80% )
Age in years; median (range) n=158 74 [68-81] 78 [73-83] 74 [68-80] 0,05
Sex (Male); n  (%) n=125 80 (64%) 16 (59%) 64 (65%) 0,7
Hemoglobin g/dL; median (range) n=140 11.1 [9.4-12.9] 11.3 [9.7-12.2] 11.1 [9.2-12.9] 0,7
WBC x 10
9
/L; median (range) n=140 11.2 [7.0-19.6] 12.0 [8.4-24.1] 11.2 [6.7-18.8] 0,4
MD / MP CMML n=140 77 (55%) / 63 (45%) 14 (47%) / 16 (53%) 63 (57%) / 47 (43%) 0,3
ANC x 10
9 
/L; median (range) n=138 5.5 [2.9-10.6] 7.1 [4.1-13.7] 5.4 [2.8-10.4] 0,4
ALC x 10
9 
/L; median (range) n=140 2.0 [1.2-2.8] 1.6 [1.0-2.6] 2.0 [1.2-2.8] 0,5
AMC x 10
9 
/L; median (range) n=140 2.4 [1.3-4.9] 2.4 [1.8-4.8] 2.4 [1.2-4.9] 0,5
Platelets x 10
9 
/L; median (range) n=137 102 [54-191] 93 [52-187] 104 [54-197] 0,8
BM blast % ; median (range) n=125 6 [3-8] 6 [4-8] 5 [3-8] 0,6
CMML-0 / CMML-1 / CMML-2 n=128 53 (41%) / 52 (41%) / 23 (18%) 8 (29%) / 17 (61%) / 3 (11%) 45 (45%) / 35 (35%) / 20 (20%) 0,5
Cytogentics (Low / Int / High) n=81 65 (80%) / 8 (10%) / 8 (10%) 14 (82%) / 0 / 3 (18%) 51 (80%) / 8 (13%) / 5 (8%) 1
Next generation sequencing analysis
1. Epigenetic regulators
TET2 n=124 85 (69%) 14 (58%) 71 (71%) 0,2
DNMT3A n=124 6 (5%) 2 (8%) 4 (4%) 0,6
IDH1 n=126 2 (2%) 0 2 (2%) 1
IDH2 n=126 5 (4%) 2 (8%) 3 (3%) 0,3
2. Chromatin regulation
ASXL1 n=126 64 (51%) 11 (44%) 53 (52%) 0,5
EZH2 n=125 11 (8%) 2 (8%) 9 (9%) 1
3. Transcription factors
RUNX1 n=126 24 (19%) 3 (12%) 21 (21%) 0,4
4. Spliceosome components
SF3B1 n=125 10 (8%) 3 (12%) 7 (7%) 0,4
SRSF2 n=124 50 (40%) 6 (24%) 44 (44%) 0,07
U2AF1 n=126 1 (4%) 1 (4%) 7 (7%) 1
ZRSR2 n=126 6 (5%) 3 (12%) 3 (3%) 0,09
5. Cell signaling
JAK2 n=125 7 (6%) 0 7 (7%) 0,3
CBL n=126 20 (16%) 6 (24%) 14 (14%) 0,2
NRAS n= 126 23 (18%) 8 (32%) 15 (15%) 0,08
KRAS n=126 18 (14%) 3 (12%) 15 (15%) 1
CSF3R n=125 9 (7%) 1 (4%) 8 (8%) 0,7
C-KIT n=124 5 (4%) 0 5 (5%) 0,6
FLT3-TKD n=126 1 (1%) 1 (4%) 0 0,2
6. Tumor suppressor genes
Tp53 n=121 3 (2%) 0 3 (3%) 1
7. Others
SETBP1 n=121 8 (7%) 3 (13%) 5 (5%) 0,2
Follow-up (months) n=141 3.3 [0-11.5] 1.8 [0-13.5] 3.6 [0-11.3] 0,8
Variables P value
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TLR7 agonist Loxoribine. Finally, we sequenced RNA in cells sorted from pDC rich (n=11) and 
poor (n=5) CMML bone marrow samples as well as pDC rich (n=3) and poor (n-4) CMML 
peripheral blood samples, showing that gene expression was globally similar to that 
observed in cells sorted from age-matched healthy donors (n=7) (Figure 3A). More 
specifically, highly expressed genes included HLA-DR, CD123, BDCA2, TLR9, TLR7, NRP1 and 
KRT5. These cells expressed lower levels of CD5, CD2, and SIGLEC6 genes that characterize 
the recently described AS DC population and lower levels of lineage specific genes (Figure 3A 
& Supplementary figure 3). Of note, the expression of AXL gene appears relatively high in all 
these cells, in contrast with the low detection of the protein by flow analysis. Principal 
component analysis of gene expression level in pDCs sorted from pDC-rich and pDC-poor 
CMML bone marrow samples and from healthy donor bone marrow did not detect any 
distinct clustering of the three cell populations (Figure 3B).  
Bone marrow infiltrating pDCs emerge from a Ras-mutated sub-clone 
Having demonstrated that CD123high cells that accumulate in the bone marrow of about 20% 
of patients with a CMML were genuine, interferon alpha producing pDCs, we wanted to 
determine if their accumulation was related to specific genetic events. Using a panel of 20 
genes analyzed by NGS (Table 2), we first identified the same gene alterations with a similar 
variant allele frequency in sorted peripheral blood monocytes and bone marrow pDCs of 2 
CMML patients, thereby establishing that pDCs are part of the leukemic clone.  
 
 
To determine if pDC accumulation was related to specific genetic events, we explored the 
mutations found in sorted peripheral blood monocytes of patients whose pDC infiltration 
was prospectively explored by flow cytometry (see figure 1). As shown on Table 1, pDC-rich 
CMML demonstrated a higher incidence of mutations in genes of the Ras pathway (see also 
figure S4). We also performed an immunohistopathologic analysis of bone marrow 
infiltrating CD123+, TCL1+ cells (as shown on figure 1A) in a retrospective cohort of 212 
CMML patients and found a significant correlation between the presence of NRAS and CBL 
mutations and an enrichment in BM pDCs (Table 3).  We then sorted bone marrow pDCs, 
peripheral blood CD14+ monocytes and CD3+ T cells from 10 CMML patient, a patient 
developing AML as a result of CMML transformation, and an additional (atypical CML) 
MDS/MPN patient and performed whole exome sequencing of each cell population (Figure 
4A and table S1). In the 11 of the 12 pDC samples analyzed (and in 10 of the 10 pDC samples 
of CMML patients), we detected at least one (7 cases) and sometimes two or more (5 cases) 
mutations that affect the Ras pathway. These mutations were heterogeneous, affecting a  
Régulation épigénétique Modification de la chromatine Epissage des pré-ARNm Signalisation intracellulaire Autres
TET2 ASXL1 SRSF2 NRAS RUNX1
DNMT3A EZH2 U2AF1 KRAS PHF6
IDH1 SF3B1 CBL
IDH2 ZRSR2 JAK2
CSF3R
C-KIT
FLT3
Table 11 : Panel of 20 genes recurrently mutated in CMML  
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Figure 3. Gene expression analysis confirms that CD123+cells are bona fide  plasmacytoid dendritic cells. A. Heat-map of 
gene expression in sorted pDCs from healthy donors, pDC-rich and pDC-poor bone marrow and peripheral blood CMML 
samples, showing pDCs markers, AS DC markers and other lineages markers by pDCs. B. Principal component analysis of 
pDCs sorted from healthy donors (n=7), pDC-rich CMML(n=11) and pDC-poor CMML (n=4) bone marrow.  
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Figure 4. Bone marrow infiltrating pDCs emerge from a Ras-mutated leukemic clone. A. WES was performed in 
sorted monocytes, T cells and pDCs from 11 CMML and 1 aCML bone marrow samples. Most mutations or loss of 
heterozygosis were found in both pDCs (red left up corner) and monocytes (blue right low corner). In 11 out of 
12 cases, one or more mutations in genes of the Ras pathway were identified in pDCs and monocytes. The last 
case harbored an internal tandem duplication of Flt3 (Flt3-ITD) in monocytes. B. Variant allele frequencies (VAF) 
were comparable for most mutations and most samples in monocytes and pDCs. Some discrepancies were 
observed between pDCs and monocytes. C. In sample 2048, the NRAS p.G13D mutation observed in pDCs was 
hardly detectable in monocytes D. In sample 1829, the NRAS p.A59D observed in monocytes was hardly 
detectable in pDCs (D.) 
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Variables All patients 
(n=216 ) 
Patients with  PDC 
(n=47, 22%) 
Patients without PDC 
(n=169, 78%) 
P value 
Age in years; median (range) 71 (18-91) 69 (27-81) 71 (18-91) 0.007 
Sex (Male); n (%) 143 (66%) 32 (68%) 111 (66%) 0.8 
Hemoglobin g/dL; median (range) 10.7 (6.4-15.4) 11.2 (6.8-15.4) 10.6 (6.4-15.2) 0.3 
WBC x 109/L; median (range) 12.2 (1.5-186) 12.2 (1.5-186) 12.2 (1.8-136) 0.5 
ANC x 109 /L; median (range) 5.5 (0.1-143) 4.9 (0.17-143) 5.6 (0.1-114) 0.2 
ALC x 109 /L; median (range) 1.6 (0.3-11) 1.6 (0.6-10.5) 1.7 (0.3-11) 0.9 
AMC x 109 /L; median (range) 2.4 (0.2-38) 2.5 (0.24-30) 2.3 (0.2-38) 0.9 
Platelets x 109 /L; median (range) 97.5 (8-840) 97 (17-726) 98 (8-840) 0.9 
Presence of circulating immature myeloid cells; n (%)  114 (53%) 26 (55%) 88 (52%) 0.8 
PB blast %; median (range) 0 (0-19) 0 (0-19) 0 (0-18) 0.3 
BM blast % ; median (range) 3 (0-19) 4 (0-18) 3 (0-19) 0.05 
Lactate dehydrogenase levels IU/ml; median (range)  225 (84-719) 227 (109-461) 223 (84-719) 0.9 
Cytogenetics 
Abnormal; n (%) 
(n=208) 
69 (33%) 
(n=47) 
17 (36%) 
(n=161) 
52 (32%) 
0.6 
FAB  
Proliferative; n (%) 
Dysplastic; n (%) 
(n=212) 
99 (47%) 
113 (53%) 
(n=47) 
22 (47%) 
25 (53%) 
(n=165) 
77 (47%) 
88 (53%) 
0.9 
Next generation sequencing analysis 
1. Epigenetic regulators 
TET2 
DNMT3A 
IDH1 
IDH2 
 
2. Chromatin regulation 
ASXL1 
EZH2 
 
3. Transcription factors 
RUNX1 
CALR 
CEBPA 
 
4. Spliceosome components 
SF3B1 
SRSF2 
U2AF1 
ZRSR2 
 
5. Cell signaling 
JAK2 
MPL 
CBL 
NRAS 
KRAS 
PTPN11 
CSF3R 
C-KIT 
FLT3 
SH2B3 
 
6. Tumor suppressor genes 
Tp53 
 
7. Others 
SETBP1 
 
(n=175) 
 
92 (53%) 
12 (7%) 
3 (2%) 
10 (6%) 
 
 
94 (54%) 
3 (2%) 
 
 
14 (8%) 
1 (1%) 
3 (2%) 
 
 
8 (5%) 
78 (45%) 
15 (9%) 
4 (2%) 
 
 
10 (6%) 
2 (1%) 
23 (13%) 
28 (16%) 
8 (5%) 
6 (3%) 
2 (1%) 
3 (2%) 
2 (1%) 
1 (1%) 
 
 
6 (3%) 
 
 
25 (14%) 
(n=39) 
 
24 (62%) 
2 (5%) 
0 
3 (8%) 
 
 
23 (59%) 
1 (3%) 
 
 
1 (3%) 
0 
0 
 
 
0 
17 (44%) 
3 (8%) 
1 (3%) 
 
 
2 (5%) 
0 
9 (23%) 
11 (28%) 
3 (8%) 
3 (8%) 
0 
2 (5%) 
1 (3%) 
0 
 
 
2 (5%) 
 
 
5 (13%) 
 
(n=136) 
 
68 (50%) 
10 (7%) 
3 (2%) 
7 (5%) 
 
 
71 (52%) 
2 (1%) 
 
 
13 (10%) 
1 (1%) 
3 (2%) 
 
 
8 (6%) 
61 (45%) 
12 (9%) 
3 (2%) 
 
 
8 (6%) 
2 (1%) 
14 (10%) 
17 (13%) 
5 (4%) 
3 (2%) 
2 (1%) 
1 (1%) 
1 (1%) 
1 (1%) 
 
 
4 (3%) 
 
 
20 (15%) 
 
 
0.2 
0.6 
0.3 
0.5 
 
 
0.5 
0.6 
 
 
0.2 
0.6 
0.3 
 
 
0.1 
0.9 
0.8 
0.9 
 
 
0.9 
0.4 
0.04 
0.02 
0.3 
0.1 
0.4 
0.06 
0.3 
0.6 
 
 
0.5 
 
 
0.8 
2016 WHO CMML morphological subtypes; n (%) 
CMML-0 
CMML-1 
CMML-2 
(n=212) 
123 (58%) 
54 (25%) 
35 (17%) 
(n=47) 
24 (51%) 
13 (28%) 
10 (21%) 
(n=165) 
99 (60%) 
41 (25%) 
25 (15%) 
0.5 
 
 
GFM CMML prognostic model; n (%) 
Low 
Intermediate 
High 
(n=212) 
93 (44%) 
80 (38%) 
39 (18%) 
(n=47) 
22 (47%) 
18 (38%) 
7 (15%)        
(n=165) 
71 (43%) 
62 (38%) 
32 (19%) 
0.2 
Leukemia transformation; n (%) 37 (17%) 13 (28%) 24 (14%) 0.04 
Deaths; n (%) 163 (75%) 31 (66%) 132 (78%) 0.05 
Follow up in months; 
Median (range) 
16 (0-158) 17 (0-127) 16 (0-158) 0.4 
 
Table 3: Comparison of clinical and laboratory characteristics of 216 chronic myelomonocytic leukemia (CMML) patients with and without 
plasmacytoid dendritic cells (PDC), as evaluated by histology – Mayo Clinic cohort  
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number of different genes in this pathway, including NRAS, KRAS, PTPN11, NF1, CBL, 
MAP2K1, IRAK4, RAC2 and BLNK (Figure 4A). While these mutations were usually identified 
also in monocytes, and a significant correlation was observed between VAF in monocytes 
and VAF in pDCs (Figure 4B), some discrepancies between pDCs and monocytes were also 
detected (Figure 4A and B). 
First, the VAF of the most important Ras pathway mutation was frequently higher in pDCs 
than in monocytes (Supplementary figure S4). Secondly, all the Ras pathway activating 
mutations were not in monocytes and pDCs: in sample 2048, a NRAS G13D mutation found 
in pDCs was hardly identified in monocytes (Figure 4C and Supplementary figure 4D)while, 
in other samples, such as 1829 and 2062, Ras pathway mutations in monocytes were hardly 
detected in pDCs (Figure 4D and Supplementary figure 4 &I)). Altogether, these results 
argue for the generation of pDCs through the emergence of a sub-clone in with a Ras 
pathway activating mutation has emerged but all the Ras mutation are not necessarily equal 
in their ability to generate pDCs. 
CD34+ cells from pDC-rich CMML are hypersensitive to FLT-3L  
We then analyzed the ability of CD34+ cells from CMML patients to generate pDCs in vitro by 
culturing these cells in the presence of SCF, TPO, IL-3 and FLT3L for 30 days. At day 25 and 
day 30, we observed that CD34+ cells from pDC-rich CMML had a significantly increased 
ability to generate pDCs in culture, as demonstrated by serial flow analysis of generated cells 
(Figure 5A&B). In these culture conditions, CD34+ cells from pDC-rich CMML (Figure 5A, 
upper panel) produced a greater number of pDCs as compared to cord blood CD34+ cells, 
usually tested for pDC generation in vitro (Figure 5C). Morphological analysis of the 
generated cells using conventional microscopy (Figure 5D, upper panel) and electron 
microscopy (Figure 5D, lower panel) confirmed the typical features of pDCs. We then 
repeated the experiments in the absence or presence of increasing amount of FLT-3L, 
showing the ability of CD34+ cells from pDC-rich CMML to produce pDC in the absence of 
FLT-3L (Figure 5G). Interestingly, the level of FLT-3L measured in the supernatant of bone 
marrow was observed to be decreased in CMML patients, and this decrease was more 
significant in pDC-rich CMML (Figure 5E). A similar observation was made when FLT3L level 
was measured in the plasma (Figure 5F).  
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  Figure 5. CD34
+ cells from pDC-rich CMML are hypersensitive to FLT-3L. A-C. CD34+ cells from pDC-rich CMML, pDC-poor 
CMML and cord blood were cultured in the presence of SCF, TPO, Flt3-L and IL-3 for 30 days. CD34+ cells from pDC-rich 
CMML bone marrow generated more pDCs (A., upper row &B.) than CD34+ cells from pDC-poor CMML bone marrow (A. 
lower row) and from cord blood (C.). D. Generated pDCs were sorted and examined by conventional (upper panel) and 
electronic (lower panel) microscopy. F,G. Flt3-L levels were lower in bone marrow supernatant (F.) and plasma (G.) of CMML 
patients compared to age-matched healthy controls, and Flt3-L levels were lower in pDC-rich CMML patients than in pDC-
poor CMML patients. H. CD34+ cells from pDC-rich CMML bone marrow cultured with growing concentration of Flt3-L 
generated pDCs even in the absence of Flt3-L 
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pDCs inhibit CD34+ cell proliferation 
We then labelled CD34+ cells from pDC-poor and pDC-rich CMML bone marrow with CFSE 
and cultured them for 5 days to measure their proliferation index. Surprisingly enough, 
CD34+ cells collected from pDC-rich CMML bone marrow demonstrated a very low 
spontaneous proliferative index as compared to CD34+ cells collected from pDC-poor CMML 
bone marrow (Figure 6B). Co-culture of CD34+ cells from pDC-rich CMML with autologous 
pDCs did not affect their spontaneously low proliferating index, whereas co-culture of CD34+ 
cells from pDC-poor CMML with autologous pDC significantly decreased CD34+ cell 
proliferation (Figure 6A). Finally, heterologous co-culture of healthy donor CD34+ cells with 
pDCs collected from pDC-rich CMML bone marrow decreased the proliferation index of 
CD34+ cells in a dose-dependent manner (Figure 6C).   
 
pDC bone marrow infiltration has a subtle effect of CMML outcome  
pDC accumulation in solid tumors has been associated with an expansion of regulatory T 
cells (Tregs).  Here, we measured the fraction of Tregs, as defined by a CD3+, CD4+, CD25high, 
CD27low phenotype, in bone marrow and peripheral blood mononucleated cells of CMML 
patients with and without pDC excess and healthy donors. We first observed that the 
fraction of bone marrow Tregs was significantly higher in CMML patients compared to 
healthy donors (Figure 7A). We also noticed a significantly higher fraction of Tregs in pDC- 
rich bone marrow (Figure 7A) and peripheral blood (Figure 7B) samples compared to those 
collected in pDC-poor CMML patients. Then, as pDC infiltration of solid tumors has been 
Figure 6 - pDCs inhibit CD34+ cell proliferation. A. At day 7, CD34+cells from pDC-rich CMML showed little 
proliferation in the presence or absence of autologous pDCs, whereas CD34+ cells from pDC-poor CMML 
proliferated when cultured alone and their proliferation was reduced in presence of autologous pDCs. B. 
CD34+ cells from pDC-poor CMML displayed a greater proliferation than CD34+ cells from pDC-rich CMML and 
cord blood when cultivated alone. C. CD34+cells from healthy donors showed a decreased proliferation when 
cultured with pDCs from pDC-rich CMML bone marrow. 
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associated with a poor outcome, we wanted to determine in pDC-rich CMML had a worst 
prognostic when compared to pDC-poor CMML. As we lack enough background to analyze 
the outcome of patients whose pDC infiltration was prospectively evaluated by flow 
cytometry, we performed a retrospective analysis of the cohort of 216 patients analyzed by 
immunohistopathology. Bone marrow was considered as “pDC-rich” when > 5% of cells per 
field proved to be CD123+ and TCL1+ cells (Figure 1A). Overall survival was similar, whatever 
the pDC infiltration of CMML bone marrow, with a trend towards an improvement of the 
outcome in pDC-rich cases (Figure 7C). There was also a trend towards a shorter leukemia-
free survival in pDC rich cases, which again did not reach significance (Figure 7D), leading to 
the demonstration that high pDC infiltration could protect from death by causes other than 
leukemic transformation (Figure 7E).  
 
 
Figure 7 - pDC bone marrow infiltration 
has a subtle effect of CMML outcome. 
A. The fraction of pDCs and Treg was 
measured by flow cytometry in bone 
marrow and peripheral blood 
mononuclear cells collected from pDC-
rich and pDC-poor CMML patients and 
from healthy donors. Tregs were more 
frequent in CMML bone marrow than 
healthy bone marrow and, among CMML 
patients, in pDC-rich than in pDC-poor 
bone marrow. B. Tregs were also more 
frequent in the blood of pDC-rich than 
pDC-poor CMML. C. Overall survival of 
212 CMML patients according to pDC 
infiltration, as defined by 
immunohistochemical analysis of bone 
marrow biopsies (pDC-rich > 5% 
CD123+,TCL1+ cells). D. Leukemia-free 
survival of 212 patients according to pDC 
infiltration.   
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Discussion 
The present study shows that, in the majority of CMML patients, the number of bone 
marrow pDCs is decreased as compared to age-matched healthy controls, as described in 
other myeloid malignancies. However, in about 20% of these patients, pDCs emerge from 
the leukemic clone and accumulate in the bone marrow. This accumulation is associated 
with the presence of subclonal genetic alterations that activate the Ras pathway and with 
bone marrow progenitor cell hypersensitivity to FLT3L. These leukemic pDCs decrease the 
proliferation of CD34-positive bone marrow cells in ex vivo co-culture and their enrichment 
indicates a trend towards a better survival. This effect is mitigated by a higher rate of 
regulatory T cells and transformation into acute leukemia, suggesting a dual effect of pDCs 
on disease progression. 
The presence of CD123high cell islands in the bone marrow is a well-known feature in CMML 
and some other chronic myeloid neoplasms such as systemic mastocytosis  48. This situation 
is distinct from blastic plasmacytoid dendritic cell neoplasms (BPDCN), a rare clonal 
proliferation of pDC precursors that affects elderly people and combines alterations in MYC 
and IKAROS gene family members with somatic mutations shared with other myeloid 
neoplasms 49. Because of their plasmacytoid morphology, CD123high cells associated with 
chronic myeloid neoplasms have been considered as pDCs. Here, detailed flow cytometry 
analyses of the phenotype of CMML-associated CD123+ cells, combined with conventional 
and electron microscopy, gene expression analyses and cytokine production profile in 
response to TLR9 and TLR7 agonists, support this hypothesis. Since recent analyses at the 
single cell level 50,51  have suggested that the population of CD123high cells was more complex 
than anticipated, we carefully distinguishes CMML-associated pDCs from CD123high “AS DC” 
(for AXL+, SIGLEC6+) or “pre-DC” cells, e.g. AXL antigen was not detected on CMML CD123high 
cells, of which only a small fraction express high levels of CD2 52. Flow cytometry analysis of 
peripheral blood mononucleated cells detected an excess of pDCs (>0.6%) in about 50% of 
patients with a significant bone marrow pDC excess, indicating that peripheral blood analysis 
is not sufficient to identify CMML patients that accumulate pDCs in their bone marrow.     
pDCs are defined as the main type I IFN-producing cells. CMML-associated pDCs produce low 
levels of IFNα after stimulation with a TLR9 agonist as compared to bone marrow pDCs from 
young healthy donors, but CMML is an aging-associated disease 4 and pDCs from age-
matched healthy donors also produce low levels of INFα upon stimulation. IFNα has 
demonstrated antineoplastic effect through activation of cDC, cytotoxic T-cells and NK cells 
while inhibiting Treg cells 53 and its therapeutic activity has been well demonstrated in 
myeloproliferative neoplasms 54. In multiple myeloma, in which bone marrow pDCs were 
demonstrated to mediate immune deficiency and to promote plasma cell growth, survival, 
and drug resistance, CpG oligodeoxynucleotides were shown restore pDC immune function 
and abrogates pDC-induced plasma cell growth 41.  In CMML, the low level of INFα produced 
by pDCs in pDC-rich CMML patients suggests that their stimulation will hardly generate 
sufficient levels of IFNα to slow down disease evolution.  
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An alternative approach would be to block the effect of cytokines produced by pDCs. The 
low production of IFNα is in contrast with a high level of IL-8 production, especially when 
pDCs are stimulated with TLR7 agonists. IL-8 is a proinflammatory chemokine whose primary 
function is the attraction and degranulation of neutrophils through the cell surface receptors 
CXCR1 and CXCR2 55. IL-8 receptor CXCR2 was involved in the survival and self-renewal of 
hematopoietic stem and progenitor cells 56. Cytokines produced by mature cells of the 
leukemic clone regulate normal and leukemic progenitors in a mouse model of 
myeloproliferative neoplasm 57. Accordingly, cytokines produced by pDCs from pDC-rich 
CMML patients could explain the ability of these cells to decrease healthy CD34+ cell 
proliferation in co-culture experiments. These regulatory loops are potential therapeutic 
targets to prevent disease installation and progression 58. Accordingly, elevated IL-8 
secretion was detected in AML and MDS 59,60 and inhibition of the IL-8 receptor CXCR2 could 
selectively inhibit the proliferation of MDS/AML cells 61.  
Flt3L and GM-CSF have a concerted effect on DC homeostasis 62 with Flt3-L supporting the 
development of pDCs through the transcription factor IRF8, which is antagonized by GM-CSF 
through STAT5 activation 63. Hypersensitivity to GM-CSF is a common feature of CMML 
myeloid progenitors, as demonstrated by hematopoietic colony formation assays and 
phospho-STAT5 (pSTAT5) flow cytometry 7. This increased response to GM-CSF could 
account for the decreased number of pDCs in the bone marrow of most patients with a 
CMML. The contrasting amplification of pDCs in 20% of the patients suggests that pDC 
development escapes this inhibitory effect of GM-CSF, which may be related to the 
acquisition of genetic alterations of signaling pathways, including Ras pathway alterations 
and FLT3-ITD, that permit pDC development, either through increasing progenitor sensitivity 
to FLT3-L or inducing a complete independence of progenitors to cytokines. This is in 
contrast with a significantly decreased level of FLT-3L in the bone marrow environment and 
the peripheral blood of CMML patients, which appears to be unique among myeloid 
malignancies in which Flt3-L level is usually increased 64. 
High risk MDS clones expand in a tolerant and immunosuppressive environment that 
involves CD4+ Treg expansion and myeloid-derived suppressive cells 65–67. Similarly, IFN-α-
deficient pDCs that accumulate in aggressive human tumors promote the expansion of 
disease associated Tregs, which contribute to tumor immune tolerance and poor clinical 
outcome 68. In CMML, the expansion of pDCs correlates with an increased number of Tregs , 
which may potentially contribute to the higher risk of progression into AML.   
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Supplemental figure 1. Gating 
strategy for identification and 
enumeration of pDCs and Tregs.  
Alive cells were identified by 
morphology (Side scatter(SSC) vs 
Forward scatter (FSC)). Doublets 
were excluded. Mononuclear 
cells were enumerated using 
CD33 staining vs SSC in order to 
exclude immature dysplastic 
granulocytes. Tregs enumeration 
(left panel): T cells were defined 
in mononuclear cells using CD3 
staning vs SSC. CD4
+ 
T cells were 
identified among CD3
+
T cells, 
then Tregs were defined among 
CD4
+ 
T cells as CD25
high
CD127
low
 
cells, and ICOS expression was 
evaluated.  pDCs enumeration 
(right panel): dendritic cells were 
gated in HLA-DR
+
 Lineage (CD14, 
CD15, CD16, CD19, CD24)
-
 cells, 
and residual CD3
+
 cells were 
excluded. CD33
+ 
cells were then 
excluded, and pDCs were 
defined as CD123
high
CD11c
-
 cells. 
BDCA-2, BDCA-4 and CD4 
expression were checked. CD80, 
CD86, CD56 and ICOS-L 
expression were evaluated. 
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Altogether, we have identified a subclonal genetic evolution leading to pDC amplification in 
about 20% of CMML patients. These cells may have a dual effect. Upon stimulation through 
TLRs, they could slow down disease evolution through producing more type I IFN. However, 
they also produce high levels of IL-8 that may promote disease evolution and drug 
resistance, suggesting that pDC elimination, e.g. through the novel IL-3Ra-targeted 
monoclonal antibody SL-401 recently tested in multiple myeloma models to block pDC-
induced plasma cell growth 69, might be an interesting approach .   
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Supplemental figure 2. Characteristics of pDCs in CMML patients and age-matched 
controls. A. pDCs frequencies among mononuclear cells (MNC) were determined in bone 
marrow (CMML patients, n=161, controls, n=24) and peripheral blood (CMML patients, 
n=200, controls, n=34). pDC frequency among mononuclear cells was significantly greater 
in bone marrow than in blood in CMML patients. B,C. When patients with pDC-rich bone 
marrow (pDC >1.2% MNC) were excluded, remaining CMML patients had a significantly 
decreased pDC frequency compared to controls in bone marrow (B) and peripheral blood 
(C). D-G. Staining index (SI) of pDC markers in pDC-rich CMML patients and controls: 
CD123 (D), BDCA-2 (E), BDCA-4 (F) and HLA-DR (G). pDC-poor CMML patients displayed a 
lower expression of BDCA-2 than controls. H. CD2 expression analysis revealed that the 
proportion of CD2+ pDCs was greater in both pDC-rich and pDC-poor CMML patients than 
in controls. I. The staining index of CD2 in CD2+pDCs was higher in pDC-poor CMML 
patients than controls, but not different in pDC-rich patients and controls. J,K. CD80 (J.) 
and CD86 (K.) were not or very dimly expressed by pDCs in all samples. L. CD56 was dimly 
expressed by pDCs in very few CMML samples (3/26) (L). 
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Supplemental figure 3. Gene expression analysis of pDCs markers by pDCs sorted from pDC-rich and 
pDC-poor CMML bone marrow and peripheral blood and healthy control bone marrow. RNA 
sequencing was used to measure the expression of pDC markers (HLA-DR, IL3RA, CLEC4C, TLR9, TLR7, 
NRP1, KRT5) in healthy bone marrow pDCs (pink), pDC-rich CMML bone marrow (yellow), pDC-poor 
CMML bone marrow (green), pDC-rich peripheral blood (blue) and pDC-poor peripheral blood (purple). 
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Supplemental figure 4. Mutations in Ras-pathway genes in monocytes and pDCs from pDC-rich CMML 
patients. Exome sequencing was performed on monocytes and pDCs from 11 pDC-rich CMML patients. One 
or several mutations in genes of the Ras pathway were identified in monocytes and/or pDCs of each patient.  
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DISCUSSION 
 
Nos travaux conduisent aux conclusions suivantes : 
Les cellules CD123high qui s’accumulent dans la moelle de patients atteints 
de LMMC sont d’authentiques pDCs 
 
Si la présence, dans la moelle des patients atteints de LMMC et, plus rarement, d’une autre 
hémopathie myéloïde, de cellules CD123high est un évènement bien connu des pathologistes, la 
nature exacte de ces cellules restait à valider. Certes, les îlots de cellules CD123high étaient considérés 
comme des îlots de pDCs en raison de leur morphologie plasmocytoïde et de l’expression intense de 
CD123, mais ces deux caractéristiques ne sont pas spécifiques. La morphologie plasmocytoïde est 
observée dans les plasmocytes, les cellules tumorales de lymphome lymphoplasmocytaire, et 
d’autres cellules dont certaines formes rares de carcinome urothélial de la vessie 308. CD123 est 
exprimé par certains progéniteurs hématopoïétiques (CMP, GMDP, MDP, CDP), divers types de 
cellules normales comme les mastocytes, les polynucléaires éosinophiles et basophiles, par certains 
monocytes et par les blastes de certaines leucémies aiguës myéloblastiques. Des travaux récents 
309,310 soulignent à quel point la définition des pDCs est plus complexe. Notre étude s’appuie sur ces 
données pour démontrer que les îlots de cellules CD123high identifiés dans la LMMC sont constitués 
de pDCs bona fide.  
Ces cellules, analysées après les avoir triées par cytométrie en flux dans la moelle et le sang des 
patients, présentent les caractéristiques cytologiques, ultrastructurelles, phénotypiques, 
transcriptomiques et fonctionnelles des pDCs. Au plan cytologique, elles ne présentent pas de 
différence notable avec les pDCs isolées dans la moelle de sujets sains du même âge. En microscopie 
électronique à transmission, elles ont toutes les caractéristiques des pDCs : elles sont rondes, lisses, 
avec de nombreuses mitochondries et un réticulum endoplasmique rugueux abondant, organisé en 
arcs de cercles concentriques. Nous avons été intrigués par la présence, dans les pDCS issues de la 
moelle et du sang de patients LMMC, d’amas de microfilaments juxtanucléaires dont la taille et 
l’aspect évoquaient des filaments d’actine. Ces microfilaments n’ont pas été observés dans les pDCs 
issues de la moelle ou du sang de sujets sains mais le nombre d’échantillons analysés (pDCs 
médullaires triées : LMMC :n=3 ; contrôles : n=1 ; pDCs sanguines triées : LMMC : n=2) était limité, du 
fait du grand nombre de cellules requises (0,5-1x106). Nous avons retrouvé la description de tels 
microfilaments lors de l’analyse ultrastructurale des pDCs infiltrant des adénopathies réactionnelles 
145. Il est donc probable que ces filaments ne sont pas la marque d’une dysplasie cellulaire propre à la 
LMMC. 
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L’étude de l’expression des gènes (RNASeq) dans les cellules HLA-DR+ Lin- CD123high CD11c- BDCA-4+ 
triées n’a pas révélé de différences significatives entre les cellules de la moelle et du sang de patients 
LMMC, ni entre les cellules médullaires de patients LMMC et de sujets contrôles. L’expression de 
certains marqueurs des lignées monocytaires (CD14, CD16) et lymphocytaires (chaînes δ et γ du CD3, 
CD19) par les cellules isolées du sang de patients pauvres en pDCs résulte probablement d’une 
stratégie de tri moins stricte, ces cellules étant particulièrement rares (par définition) dans ces 
prélèvements sanguins.  
Au plan phénotypique, il n’existe pas non plus de grandes différences dans l’intensité d’expression 
des marqueurs de surface caractéristiques des pDCs (CD123, BDCA4, BDCA2, HLA-DR). Nous avons 
observé  
- une diminution modérée mais significative de l’intensité d’expression de BDCA-2 à la surface 
des cellules de moelles de patients pauvres en  pDCs  par rapport à celles des moelles 
contrôles. Cette diminution n’a pas été retrouvée dans les pDCs  de moelles de patients 
riches en pDCs.  
- une diminution significative de l’expression de CD4 à la surface des  pDCs  de patients par 
rapport aux pDCs de sujets contrôles, et cette diminution était plus marquée dans les 
pDCs de moelle de patient pauvre en  pDCs.  
- une augmentation de la fraction des pDCs exprimant CD2 (30.1% vs  13.4% chez les 
contrôles), avec une expression plus intense de cet antigène à la surface des cellules 
positives (staining index du marqueur dans la population positive) dans les LMMC par 
rapport aux contrôles . L’augmentation de la fréquence et de l’intensité d’expression de CD2 
par les  pDCs  était plus marquée dans les cellules de patients pauvres en  pDCs que dans 
celles de patients riches en pDCs (36% vs 27.3%).  
Il apparaît maintenant que l’intensité d’expression de CD2 permet de distinguer 2 populations de 
pDCs dotées de caractéristiques et propriétés différentes : les pDCs CD2high expriment des niveaux 
plus élevés de la molécule de costimulation CD80, expriment le lysozyme, sécrètent de l’IL12p40. Le 
profil transcriptomique des deux sous-populations est également différent : les pDCs CD2high 
expriment plus fortement le lysosyme et AXL et moins fortement des molécules impliquées dans la 
régulation du cycle cellulaire telles que YB-1, CKN2D  et CCNL2  311. L’identité de ces pDCs CD2high est 
néanmoins débattue. Deux études récemment publiées remettent en question la définition des pDCs 
et l’apport des marqueurs phénotypiques classiquement considérés comme spécifiques de ces 
cellules à leur définition.  
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 En utilisant une stratégie de séquençage d’ARN à l’échelle unicellulaire, Villani et al  309 
identifient une nouvelle population de cellules dendritiques caractérisées par une forte 
expression d’AXL et de SIGLEC6 baptisées « AS DCs ». Une partie de ces cellules expriment 
fortement IL3RA (CD123) et CLEC4C (BDCA2). Elle est donc incluse dans la population de 
pDCs telle que nous l’avons définie en cytométrie en flux. Pour autant, ces cellules diffèrent 
des pDCs au niveau de l’expression des gènes. Les pDCs expriment IRF7, TLR7, TCF4 (E2-2) 
tandis que les AS DCs CD123high BDCA2+ expriment CD2, CD33 et CD5. Sur le plan fonctionnel, 
les AS DCs ne sécrètent que des quantités minimes d’IFNα après stimulation par CpG 
ODN+LPS et sécrètent de l’IL12p70. Elles seraient responsables de la majeure partie de l’effet 
de stimulation de la prolifération lymphocytaire T4 et T8 attribué aux pDCs. En résumé, les 
auteurs postulent que les AS DCs CD123high BDCA2+ correspondent à la population de pDCs 
CD2high décrite par Matsui et al 311. 
 See et al 310 associent le séquençage d’ARN à l’échelle unicellulaire par MARSeq avec une 
analyse en cytométrie de masse (CyTOF) sur la population sanguine HLA-DR+Lin-CD135+ 
comprenant les différentes cellules dendritiques et leurs progéniteurs potentiels. Ils 
décrivent une population de cellules présentant une signature mixte pDC/cDC, caractérisée 
par l’expression de CD2 et CD11c, considérée comme un précurseur de cDC (pré-DC). Ces 
pré-DCs peuvent se différencier en cDC CD1c+ et en cDC CD141+ in vitro. En cytométrie de 
masse, les pré-DC expriment des marqueurs de cDCs (CD11c, CD33, CD2) et de pDCs 
(CD45RA, CD123, BDCA2). Cette population CD123+ CD33+ exprime aussi fortement CD5 et 
SIGLEC6, ainsi que BDCA2, BDCA4 et CD2. La population pDC, CD123+CD33-, exprime CD2 de 
façon beaucoup plus variable. L’analyse des pré-DCs et des pDCs en microscopie électronique 
révèle une ultrastructure distincte : les pré-DCs ont un RER et un cytosol moins abondants 
que les pDCs et ne présentent pas la caractéristique organisation du RER en arcs de cercles 
concentriques. Au niveau de l’expression des gènes, les pré-DCs expriment 
préférentiellement CD2, CD86, CD5, CD11c, CD33, et SIGLEC6 tandis que les pDCs expriment 
CD68, CLEC4C (BDCA2), TCF4 (E2-2), IRF7 et TLR7. Au plan fonctionnel, seules les pDCs 
sécrètent des quantités significatives d’IFNα en présence d’agonistes de TLR9. Les pré-DCs 
sécrètent plus de TNFα et d’IL12p40 après stimulation par des agonistes de TLR9 qu’après 
stimulation par du LPS ou des agonistes de TLR3, ce qui témoigne d’un TLR9 fonctionnel.   
L’analyse non supervisée des données de cytométrie en masse obtenues à partir de 
prélèvements médullaires suggère l’existence d’un progéniteur dendritique commun 
(identique au CDP identifié par Lee et al 178) capable de générer les pré-DCs et les pDCs et 
exprimant CD2, avec une perte progressive de l’expression de CD2 lors de la différentiation 
en pDCs.  
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Ces deux études mettent donc en évidence la présence, au sein de la population définie en 
cytométrie par des marqueurs classiques (HLA-DR+ Lin- CD123+ CD11c- BDCA2+), d’une population 
de cellules dendritiques caractérisée par l’expression de CD33, AXL, SIGLEC6, CD5 et CD2 qui 
présente des caractéristiques cytologiques, transcriptomiques et fonctionnelles plus proches de 
celles des cDCs que des pDCs. Cette population semble être une population de précurseur des 
cDCs. La description de cette population remet en question certains dogmes sur la fonction et la 
biologie des pDCs, aussi bien en contexte physiologique que pathologique : une partie des 
propriétés traditionnellement attribuées aux pDCs pourraient être liées à la contamination des 
cellules étudiées  par des AS DCs ou pré-DCs, en particulier la capacité à stimuler la prolifération 
lymphocytaire T (et la sécrétion d’IL12, déjà très controversée). La limite de ces études est 
qu’elles n’ont été réalisées que sur un petit nombre de sujets sains.  
La stratégie d’analyse que nous avons utilisée dénombre les pDCs dans la fraction CD33- des cellules 
mononucléées. L’objectif était de nous affranchir de la contamination par les cellules immatures 
granuleuses et les monocytes immatures qui sont particulièrement fréquents dans les prélèvements 
médullaires de patients atteints de LMMC. Ces cellules étaient insuffisamment éliminées par la 
combinaison CD15 / CD16 / CD24 pour les granuleux, et CD14 / CD16 pour les précurseurs 
monocytaires. Les granuleux  expriment CD33 avec une intensité faible à intermédiaire, les 
monocytes et leurs précurseurs l’expriment avec une forte intensité.  
Au sein de la population HLA-DR+ Lin- CD33- CD123+ CD11c- BDCA2+, nous avons observé la présence 
de 30.1% de pDCs CD2+. La description d’une population d’AS-DCs / pré-DCs nous a conduit à 
explorer l’expression des principaux marqueurs de ces cellules dans la population de pDCs définie par 
notre analyse. Nous avons ajouté les marqueurs CD5 et AXL aux marqueurs CD2 et CD33. Nos 
données préliminaires indiquent une expression très minime (<2% des pDCs HLA-DR+Lin-CD33-
CD123+CD11c-BDCA2+) des marqueurs CD5 et AXL et retrouvent l’expression fréquente de CD2. Ce 
dernier semble donc être le seul marqueur d’AS DCs / pré-DCs exprimé par les pDCs des patients 
atteints de LMMC. L’étude de See et al  310 indique une expression variable de CD2 dans les pDCs, 
potentiellement associée à un progéniteur tardif de ces cellules. Dans notre cohorte, les pDCs CD2+ 
sont un peu moins fréquentes dans le sang que dans la moelle et restent une minorité des pDCs 
observées dans la moelle et le sang des patients. Il s’agit donc vraisemblablement de véritables pDCs. 
Un argument vient renforcer cette hypothèse : il s’agit de l’augmentation de l’expression du gène 
CDKN2D dans les pDCs médullaires de LMMC par rapport à celles de sujets sains. CDKN2D code 
p19IKN4d, une protéine régulatrice du cycle cellulaire qui s’accumule pendant la transition G1/S du 
cycle cellulaire. C’est un inhibiteur spécifique des kinases dépendantes des cyclines CDK4 et CDK6 et 
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un gène suppresseur de tumeur 312,313. CDKN2D est plus exprimé dans les pDCs CD2low en 
comparaison avec les CD2high dans l’étude princeps de Matsui et al 311. 
En résumé, nous avons démontré par de multiples approches que les îlots de cellules CD123high 
identifiés dans la moelle de patients atteints de LMMC sont des pDC bona fide selon la définition 
actuelle la plus précise de ces cellules. 
 
Il existe un excès de pDCs dans la moelle de 20% des patients atteints de 
LMMC 
 
L’évaluation systématique de la présence de pDCs sur une cohorte de prélèvements sanguins et 
médullaires de LMMC (collaboration dans le cadre du Groupe Francophone des Myélodysplasies) 
nous a permis de mettre en évidence une augmentation marquée de la fréquence des pDCs (>1.2% 
des cellules mononucléées médullaires, et >0.6% des cellules mononucléées sanguines) chez 24% des 
patients. Ce chiffre confirme les estimations réalisées précédemment en histologie sur une petite 
série de 25 biopsies médullaires où l’incidence d’îlots médullaires de pDCs était aussi de 24% 132. 
Cette incidence est également proche de celle évaluée dans une série de 212 biopsies médullaires 
analysées en histologie par nos collaborateurs de la Mayo Clinic (Rochester, Minnesota, USA) et du 
Lee Moffit Cancer Center (Tampa, Floride, USA). Un excès de pDCs médullaires, défini par >5% de 
pDCs (cellules plasmocytoïdes en coloration standard à l’hématoxyline-éosine, CD123high et TCL1+ en 
immunohistochimie) est en effet retrouvé chez 22% des patients.  
Nous avons réalisé l’analyse en cytométrie en flux (avec les mêmes anticorps et la même stratégie de 
gating que pour notre cohorte européenne) de 49 échantillons de cellules mononucléées congelées 
issues du sang de patients dont la biopsie médullaire a été analysée en immunohistopathologie (nous 
n’avions pas de prélèvements de cellules médullaires). Cette analyse a montré une corrélation 
significative entre l’augmentation de la fréquence de pDCs au sein des cellules mononucléées 
sanguines analysées en cytométrie en flux et l’excès de pDCs médullaires évalué en 
immunohistologie. Nous avons observé aussi que l’augmentation des pDCs sanguines était corrélée à 
l’augmentation des pDCs médullaires dans notre cohorte de patients dont les 2 tissus ont été 
analysés simultanément par cytométrie en flux. Ces données suggèrent que les îlots de cellules 
CD123highTCL1+ décrits en histologie correspondent aux pDCs détectées par cytométrie en flux.  
Chez les patients chez lesquels nous n’avons pas observé d’excès de pDCs, la fréquence de ces 
cellules dans la moelle comme dans le sang est significativement inférieure à celle mesurée chez les 
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sujets contrôles de même âge, à l’instar de ce qui a été rapporté dans les SMD 274,278, les LAM 279,280 et 
les LMC 272.  
En résumé, la fréquence d’un excès de pDC dans la moelle de patients atteints de LMMC est de 
l’ordre de 20-25%. La fréquence des pDC est diminuée dans la moelle des autres patients par rapport 
à la moelle de sujets sains du même âge. 
 
Les pDCs s’accumulent dans la moelle plus que dans le sang de patients 
atteints de LMMC   
 
S’il existe une corrélation entre la fréquence des pDCs médullaires et sanguines chez les patients 
atteints de LMMC, l’accumulation de pDCs est beaucoup plus marquée dans la moelle que dans le 
sang. Dans certains cas (10% des patients), une accumulation importante de pDCs observée dans la 
moelle contraste avec un nombre diminué de pDCs dans le sang. L’interaction entre CXCR4 (exprimé 
par les pDCs) et CXCL12/SDF-1a (exprimé par les cellules tumorales) est impliquée dans le 
recrutement des pDCs au site tumoral dans les tumeurs solides 263,264. L’axe CXCR4/CXCL12 est 
également impliqué dans le homing des cellules souches hématopoïétiques qui expriment CXCR4 
dans la niche hématopoïétique où les cellules souches mésenchymateuses sécrètent d’importantes 
quantités de CXCL12. Il est donc probable que l’axe CXCR4/CXCL12 soit impliqué dans le recrutement 
(ou plus vraisemblablement la rétention) des pDCs dans la niche hématopoïétique. Nous avons 
évalué l’expression de CXCR4 par les pDCs médullaires et sanguines. Nous avons observé une 
augmentation non significative de la fréquence d’expression de CXCR4 par les pDCs médullaires de 
patients riches en pDCs par rapport aux moelles contrôles et aux moelles de patients pauvres en 
pDCs. Le pourcentage de pDCs CXCR4+ est plus faible dans le sang que dans la moelle. La fréquence 
et l’intensité d’expression de CXCR4 par les pDCs semblent être particulièrement augmentées dans 
les pDCs médullaires de patients présentant une moelle riche en pDCs et un sang pauvre en pDCs, 
mais le très faible nombre de cas étudiés (n=3) ne permet pas de conclusion. L’extension de cette 
cohorte devrait permette de valider ou d’infirmer la corrélation entre l’expression de CXCR4 et la 
rétention médullaire des pDCs observée chez certains patients. 
En résumé, c’est la richesse de la moelle en pDCs qui distingue le plus précisément les LMMC « riches 
en pDCs » des « LMMC pauvres en pDCs » avec un seuil fixé à 1,2% des cellules mononucléées de la 
moelle. Les mécanismes de la rétention des pDCs dans la moelle sont à identifier.  
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Les pDCs des patients atteints de LMMC ne produisent que des quantités 
modestes d’interféron-α 
 
La sécrétion cytokinique, et en particulier d’IFNα, a été évaluée en stimulant des pDCs triées par des 
agonistes de TLR avec analyse des cytokines du surnageant après 24h, ou en stimulant les cellules 
mononucléées totales en présence d’un inhibiteur du Golgi avant de détecter les cytokines en 
cytométrie en flux intracellulaire. Les deux méthodes ont mis en évidence une sécrétion variable 
d’IFNα par les pDCs après stimulation par les agonistes de TLR9, et une sécrétion moindre (intensité 
de fluorescence en cytométrie en flux intracellulaire plus faible) voire absente (dans les surnageants 
de pDCs triées) après stimulation par les agonistes de TLR7. Les pDCs de patients sécrètent 
également des quantités variables de TNFα et d’IL-6 en réponse aux agonistes de TLR9.  
L’analyse des surnageants de pDCs triées et stimulées a révélé la sécrétion d’IL-8 par les pDCs 
exposées aux agonistes de TLR9 et, plus nettement encore, aux agonistes de TLR7. Ces derniers 
déclenchent de façon reproductible une sécrétion massive d’IL-8 sans induire de sécrétion d’IFNα, de 
TNFα, d’IL-6 et d’IL-12. Aucune cytokine n’est sécrétée par les pDCs non stimulées, ou stimulées avec 
du LPS. Les pDCs ne sécrètent de l’IL12 dans aucune des conditions de stimulation testées, dont le 
LPS, ce qui constitue un argument supplémentaire en faveur de l’absence de contamination de nos 
tris cellulaires par des cDCs.  
Il est classiquement admis que l’IL-8 est une cytokine sécrétée en faible quantité par les pDCs. En 
réalité, les études analysant spécifiquement la sécrétion d’IL-8 par les pDCs humaines sont rares. Il a 
été montré que la sécrétion d’IL-8 par les cellules mononucléées du sang et de la moelle et par les 
cellules souches mésenchymateuses est inhibée par l’IFNα sécrété par les pDCs 314,315. Dans le 
contexte de l’infection par le virus de l’hépatite C, les pDCs sécrètent de l’IL-8 et en sont la principale 
source car l’IFNα qu’elles sécrètent également a un effet inhibiteur paracrine mais pas autocrine sur 
la sécrétion d’IL-8. Le mécanisme régulant la sécrétion massive d’IL-8 en réponse à l’engagement du 
TLR7 par les pDCs de patients atteints de LMMC mériterait donc d’être étudié de manière plus 
approfondie. Cette production importante est d’autant plus inattendue que les autres réponses 
cytokiniques aux agonistes de TLR9 sont peu intenses.  
La sécrétion restreinte d’IFNα (et dans une moindre mesure de TNFα) par les pDCs de patients peut 
être rapportée à ce qui est observé dans les tumeurs solides dans lesquelles le caractère tolérogène 
des pDCs infiltrant la tumeur est bien établi. Cependant, la sécrétion d’IFNα par les pDCs de patients 
atteints de LMMC est comparable à celle observée chez des sujets sains du même âge, et très 
inférieure à celle observée chez des sujets sains plus jeunes. Une sénescence qualitative et 
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quantitative des cellules dendritiques chez les sujets âgés a été décrite dans plusieurs études 275–277. 
La sécrétion relativement faible de cytokines (à l’exception de l’IL-8) observée dans les pDCs de 
patients LMMC peut donc être expliquée par  
- une « immunosénescence » liée à l’âge des patients ; 
- une dysplasie intrinsèque liée au fait que les pDCs, qui appartiennent au clone tumoral, sont 
susceptibles, à l’instar des monocytes et des cellules granuleuses, de présenter un certain 
degré de dysplasie morphologique, phénotypique et fonctionnelle ;  
- un microenvironnement permissif induisant une tolérogénicité des pDCs, comme cela est 
décrit dans les tumeurs solides.   
 
En résumé, les pDCs infiltrant la moelle de patients atteints de LMMC restent capables de sécréter de 
l’IFNα en réponse aux agonistes de TLR9 au même niveau que les pDCs de sujets contrôles du même 
âge. De manière inattendue, elles semblent produire des quantités anormalement élevées d’IL-8 en 
réponse aux agonistes de TLR7.  Cette particularité, et son rôle dans la physiopathologie de la 
maladie, nécessiteront des investigations complémentaires. 
 
Les pDCs des patients atteints de LMMC appartiennent au clone tumoral et 
impliquent l’acquisition sous-clonale de mutations somatiques affectant la 
voie RAS. 
 
L’appartenance au clone tumoral des cellules CD123high formant des îlots dans la moelle des patients 
atteints de LMMC avait été démontrée dans quelques cas isolés détectant une anomalie 
cytogénétique commune aux blastes médullaires et aux nodules de pDCs ganglionnaires 131 ou 
cutanés 134. Cependant, l’analyse clonale des différentes populations au plan moléculaire, et en 
particulier la comparaison des ratios alléliques, n’avaient jamais été réalisées. La comparaison du 
séquençage ciblé en NGS d’un panel de 20 gènes les plus fréquemment mutés dans la LMMC entre 
les monocytes, les lymphocytes T et les pDCs de deux patients nous a permis de mettre en évidence 
les mêmes mutations dans les monocytes et les pDCs avec des ratios alléliques équivalents (à 
l’exception des mutations de la voie RAS). Ces mutations sont absentes, ou présentes avec un ratio 
allélique très faible, dans les lymphocytes T des mêmes patients, comme précédemment rapporté 
55,58. Ces données confirment sans ambiguïté l’appartenance des pDCs au clone tumoral.  
Pour explorer la possibilité d’une accumulation de pDCs liée à l’acquisition d’une mutation sous-
clonale favorisant leur expansion, nous avons réalisé le séquençage de l’exome complet des 
monocytes, des pDCs et des lymphocytes T de 11 patients atteints de LMMC et d’un patient atteint 
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de leucémie myéloïde chronique atypique (un autre SMP/SMD) présentant un excès de pDCs 
médullaires. Les résultats suggèrent un rôle de la voie RAS dans l’accumulation de pDCs dans ces 
maladies.  
En effet, dans tous les cas sauf un, au moins une mutation affectant un gène de la voie RAS a été 
identifiée dans les pDCs. Ces mutations sont, dans la plupart des cas, retrouvées dans les monocytes 
mais avec des charges alléliques souvent moins élevées. Certaines mutations de la voie RAS ont été 
trouvées dans les pDCs ou dans les monocytes mais pas dans les deux. Ces discordances ne sont pas 
observées avec les autres mutations récurrentes (TET2, ASXL1, SRSF2 notamment), ce qui va dans le 
sens d’une implication de la voie RAS dans l’accumulation des pDCs.  
Le paysage mutationnel dans la LMMC a surtout été étudié à travers l’analyse des monocytes et la 
fréquence des mutations de gènes de la voie RAS dans ce contexte est de l’ordre de 60% 55. Dans 
notre cohorte, des mutations de gènes de la voie RAS  étaient retrouvées dans 90% des monocytes 
(et 100% des pDCs). La présence de mutations de la voie RAS dans les monocytes est un évènement 
plus fréquent que la présence d’un excès de pDCs (59% vs 24%). La présence de mutations de la voie 
RAS semble donc être un évènement nécessaire mais pas suffisant pour l’expansion des pDCs. Il est 
vraisemblable que toutes les mutations de gènes de la voie RAS n’ont pas la même propension à 
favoriser l’expansion des pDCs. Il a été montré récemment que ces mutations ont un impact différent 
selon leur nature et le type cellulaire dans lequel elles surviennent, en partie du fait du niveau 
d’expression du gène muté dans les cellules ciblées 316.  
Il est donc possible que seule une fraction des mutations somatiques affectant une fraction des 
acteurs de la voie RAS conduisent à l’expansion des pDCs. Il est possible aussi que les mutations qui 
conduisent à l’amplification des pDCs sont celles qui surviennent dans un progéniteur particulier. Ce 
deuxième aspect pourrait être exploré par l’étude de l’architecture clonale à l’échelle unicellulaire en  
comparant la présence et le ratio allélique des différentes mutations (en particulier de la voie RAS) 
dans les différents progéniteurs de pDCs et de monocytes.  
Dans une série déjà ancienne, FLT3-ITD a été identifié chez 3.1% des patients atteints de LMMC 317. 
Plusieurs modèles murins ont démontré que l’expression de Flt3-ITD dans les CSH de la souris 
induisait un phénotype myéloprolifératif. La greffe de CSH transduites avec un vecteur contenant 
FLT3-ITD humain (provenant de patients atteints de LAM) chez la souris irradiée aboutit au 
développement d’un syndrome myéloprolifératif 318,319. Un modèle murin « knockin » Flt3-ITD a 
également développé un syndrome myéloprolifératif qui, de manière intéressante, présente les 
caractéristiques de la LMMC, en particulier une monocytose marquée 317. Ces données suggèrent que 
la présence de Flt3-ITD récapitule certaines caractéristiques de la LMMC et pourrait intervenir dans 
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sa pathogénie chez certains patients. Malheureusement, pour des raisons de matériel disponible, 
nous n’avons pas pu rechercher FLT3-ITD dans les pDCs des patients dont nous avons séquencé l’ADN 
mais nous l’avons fait dans les monocytes de tous ces patients. Le seul patient chez lequel nous 
n’avons pas identifié de mutation de la voie Ras dans les pDCs présente une duplication en tandem 
du gène FLT3 (FLT3-ITD) dans ses monocytes, et c’est le seul patient présentant cette anomalie.  
Les souris transgéniques exprimant Flt3-ITD (homozygotes ou hétérozygotes) présentent une 
expansion des cellules dendritiques, aussi bien conventionnelles que plasmocytoïdes, et cette 
expansion apparaît au stade du progéniteur commun des cellules dendritiques (CDP) 320.  
L’accumulation de pDCs dans la moelle de sujets atteints de LMMC est corrélée à l’acquisition sous-
clonale d’une mutation somatique activant la voie Ras. Le seul patient qui ne répond pas à cette 
caractéristique présente une duplication en tandem de FLT-3. Tous ces arguments plaident pour 
l’émergence d’un sous-clone porteur d’une anomalie de signalisation intracellulaire qui caractérise 
les néoplasmes myéloprolifératifs. 
 
Les CSH de LMMC riches en pDCs sont « primées » pour produire des pDCs 
 
L’importance de cytokines telles que SCF, IL-3, TPO, Flt3-L, IL-6 et GM-CSF pour la survie et la 
prolifération des CSPH est bien établie. Certaines de ces cytokines sont aussi définies par leur 
capacité à favoriser l’expansion de lignages cellulaires spécifiques : M-CSF  et monocytes, EPO et 
lignée érythrocytaire, TPO et lignée mégacaryocytaire etc...  Le mécanisme par lequel ces cytokines 
favorisent l’expansion spécifique d’un type cellulaire reste débattu avec deux mécanismes 
principaux. Dans un modèle dit «  permissif », les cytokines augmentent la survie et la prolifération 
des progéniteurs cellulaires engagés exprimant le plus fortement leur récepteur, ce qui aboutit à la 
production préférentielle des cellules différenciées. Dans le modèle dit « instructif », la signalisation 
en aval du récepteur cytokinique aboutit au déclenchement d’un programme transcriptionnel 
spécifique d’une lignée cellulaire. Les deux mécanismes coexistent probablement dans la génération 
de la plupart des sous-types cellulaires.  
La cytokine nécessaire et suffisante à la génération des cellules dendritiques (tous sous-types 
confondus) est le Flt3-ligand. Dans une étude récente réalisée à l’échelle unicellulaire, Lee et al  321 
ont montré que les CSPH présentent un biais très précoce (dès le stade de la CSH CD34+ CD38- CD90+) 
vers un sous-type cellulaire donné. Ce biais est transmis à la descendance lors de la différentiation et 
aboutit à la génération d’un sous-type cellulaire préférentiel en permettant néanmoins la génération 
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d’autres sous-types cellulaires mais de manière très minoritaire. Cette plasticité diminue au fur et à 
mesure de la différentiation. Dans le cas de la lignée dendritique (cDCs et pDCs), le programme 
transcriptionnel responsable du biais de différentiation dépend de l’équilibre entre l’expression 
d’IRF8 et de PU.1. Flt3-L renforce ce programme transcriptionnel en augmentant l’expression d’IRF8. 
Dans nos expériences de différentiation, des doses croissantes de Flt3-L stimulent la prolifération 
cellulaire, comme cela était attendu 321–324. Les CSPH de sang de cordon ne produisent pas de pDCs 
lorsqu’elles sont cultivées 30 jours en l’absence de Flt3-L. En présence de Flt3-L, ces CSPH produisent 
des cellules dont une fraction, analysée après 30 jours de culture, est composée de pDCs. Les cellules 
produites par les CSPH issues de patients dont la moelle est riche en pDCs comportent 
significativement plus de pDCs (jusqu’à 70%) que celles produites par les CSPH issues de sang de 
cordon ou de patients dont la moelle est pauvre en pDCs. De plus, chez ces patients, des pDCs sont 
générées (environ 10%) même en l’absence de Flt3-L. Pourtant, en l’absence de cette cytokine, la 
prolifération des CSPH reste très faible, et le nombre absolu de pDCs générées également, mais ces 
cellules sont générées. Ceci suggère que les voies de signalisation activées par Flt3-L dans les CSPH 
normales pour induire la différenciation dendritique sont constitutivement activées dans les CSPH de 
patients atteints de LMMC riches en pDCs. L’administration de Flt3-L, en rétablissant une 
prolifération plus importante de ces cellules, renforce le biais de différentiation en pDCs, expliquant 
l’hypersensibilité au Flt3-L observée dans les CSPH de patients LMMC riches en pDCs. Les CSPH de 
patients pauvres en pDCs ne produisent que de faibles quantités de pDCs, même en présence de 
doses massives de Flt3-L (100ng/mL). En revanche, la prolifération des CSPH est corrélée aux doses 
de Flt3-L. 
Dans de telles conditions de culture, il est admis que l’ajout de GM-CSF dans le milieu renforce la 
prolifération des CSPH et diminue la proportion de pDCs générées. Lorsque du GM-CSF est ajouté au 
milieu de culture des CSPH de patient riche en pDCs, il renforce la prolifération des CSPH sans 
affecter la proportion de pDCs générées.  
L’hypersensibilité des progéniteurs de patients riches en pDC à Flt3-L pourrait être due à une 
expression accrue du récepteur FLT-3, une hypothèse en cours de vérification.   
Cette expansion des pDCs pourrait également être liée à un biais de répartition des progéniteurs au 
sein de la population de cellules CD34+. Etant donnée la rareté des cellules CD34+CD38- (les cellules 
souches hématopoïétiques les plus indifférenciées), nos expériences de différentiation ont été 
réalisées à partir de cellules CD34+ totales, qui comprennent plusieurs progéniteurs correspondant à 
des stades de différentiation différents. Certaines mutations confèrent un avantage de prolifération à 
un sous-type cellulaire spécifique lors de la différentiation (c’est le cas de TET2 pour la lignée 
 97 
 
granulomonocytaire) et aboutissent à une anomalie de répartition des progéniteurs. L’expansion 
préférentielle des pDCs observée in vitro à partir des CSPH de patients riches en pDCs pourrait être le 
reflet d’une augmentation de la fraction des progéniteurs plus ou moins tardifs des pDCs chez ces 
patients. Les cellules dendritiques sont les seules cellules matures exprimant Flt3, cette expression 
étant conservée tout au long de leur différentiation depuis la cellule souche 325. Flt3-L favorise 
probablement la prolifération des progéniteurs dendritiques y compris tardifs, expliquant 
l’hypersensibilité au Flt3-L.  Un phénotypage extensif des CSPH des patients permettra de répondre à 
cette question. 
Le niveau de différentiation de la cellule dans laquelle apparaît la mutation activatrice (ou supposée 
telle car nous n’avons pas eu l’opportunité d’étudier la signalisation intracellulaire) de la voie RAS est 
sans doute essentiel. Les mutations de TET2 induisent des perturbations du phénotype 
hématopoïétique qui dépendent du stade de différentiation auquel elles apparaissent: au stade de la 
CSH CD34+CD38-, elles induisent une expansion de la lignée monocytaire (contribuant au phénotype 
de la LMMC), qui n’est pas observée quand la mutation survient dans des progéniteurs plus engagés 
CD34+CD38+ 58,61,326. Le fait que certaines mutations de la voie RAS retrouvées dans les pDCs sont 
observées avec un ratio allélique très inférieur dans les monocytes (et peut être nul dans certains 
cas) suggère une acquisition tardive de ces mutations dans la différentiation dendritique, 
possiblement au stade CDP.  
Nous avons aussi noté l’absence (ou le nombre très faible) de cellules dendritiques conventionnelles 
(CD11c+) générées dans ces expériences de culture, y compris en présence de GM-CSF. L’évaluation 
du nombre de cellules dendritiques conventionnelles dans la moelle des patients atteints de LMMC 
en cytométrie en flux est limitée par le fait que les marqueurs classiques de cDCs (HLA-DR, CD33, 
CD11c) sont exprimés par les monocytes et dans une moindre mesure par les cellules granuleuses 
immatures (qui, dans le cadre de la LMMC, sont en nombre anormalement élevé). Il existe donc soit 
un blocage de la différentiation en cellules dendritiques conventionnelles, soit un biais majeur 
favorisant la différentiation terminale en pDCs plutôt qu’en cDCs. La dernière hypothèse est que les 
cellules HLA-DR+Lin- CD123+CD11c-BDCA4+ que nous avons générées correspondent à un progéniteur 
tardif (CD34-) dont la différenciation est bloquée puisque les cultures arrêtent de proliférer et le 
pourcentage de pDCs générées cesse de croître entre J25 et J30. 
En résumé, l’expansion des pDCs chez certains patients atteints de LMMC est, au moins en partie, 
cellule-intrinsèque, traduisant une hypersensibilité des progéniteurs à FLT-3L, voire une 
indépendance vis à vis de cette cytokine, et une insensibilité à l’effet inhibiteur du GM-CSF. 
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Il existe une diminution du taux plasmatique et médullaire de Flt3-L dans 
les LMMC 
 
L’une des hypothèses suggérées par l’excès ou le défaut de pDCs observé dans la moelle des patients 
atteints de LMMC était une production hétérogène, excessive ou insuffisante, de Flt3-L au sein du 
microenvironnement médullaire. Le résultat est inattendu : dans le plasma médullaire comme dans 
le plasma sanguin des patients atteints de LMMC, le taux de Flt3-L est significativement plus bas chez 
que chez les sujets contrôles de même âge. Cette diminution peut expliquer, au moins en partie, la 
diminution du nombre de pDCs observée dans la moelle de la majorité des patients. Nous avons vu 
que la génération de pDCs chez les autres patients, ceux qui démontrent un excès de pDC dans la 
moelle, est indépendante de Flt-3L. Chez ces patients riches en pDC, la diminution du taux 
plasmatique médullaire et sanguin de Flt3-L est encore plus marquée, ce qui suggère 2 hypothèses : 
une consommation accrue de Flt3-L, probablement par les progéniteurs et les cellules de la lignée 
dendritique qui expriment le récepteur, ou une diminution plus marquée de la production de la 
cytokine par un mécanisme de rétrocontrôle. Le nombre limité de progéniteurs et de pDCs exprimant 
Flt3, même dans les moelles riches en pDCs (au plus 20% des cellules mononucléées, et le plus 
souvent beaucoup moins que 10%), rend peu probable la première hypothèse. Reste l’hypothèse 
d’un rétrocontrôle. 
Si les effets de Flt3-L sur les cellules hématopoïétiques sont bien identifiés, la régulation de la 
production de Flt3-L est moins bien connue. La production de Flt3-L est ubiquitaire 327. Les cellules 
qui produisent la plus grande quantité de cette cytokine sont les lymphocytes T CD4 et CD8 328, les 
cellules endothéliales 329 et les cellules stromales 330–333.  
Les rares études portant sur le taux sérique de Flt3-L dans les hémopathies ont montré des 
concentrations élevées de Flt3-L dans les anémies réfractaires 334, la maladie de Fanconi 335, les 
aplasies médullaires idiopathiques 336 et les aplasies médullaires chimio-induites 337. Globalement, le 
taux sérique de Flt3-L semble inversement corrélé à la prolifération des CSPH. Il a même été proposé 
de l’utiliser comme biomarqueur prédictif de réponse à la mobilisation de CSH 338–340. Ce lien avec la 
richesse ou la prolifération des CSPH trouve une illustration dans ce que qui a été observé dans les 
néoplasmes myéloprolifératifs : le taux plasmatique de Flt3-L est élevé chez les patients atteints de 
myélofibrose primitive 341 du fait d’une augmentation de sa production par les cellules stromales et 
les cellules souches hématopoïétiques par rapport aux cellules équivalentes des sujets sains. Ceci 
n’est pas observé chez les patients atteints de polyglobulie de Vaquez ou de thrombocytémie 
essentielle, deux autres néoplasmes myéloprolifératifs dans lesquels il n’y a pas le frein de la fibrose 
pour contrer la prolifération des CSPH.  
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En revanche, il n’existait pas jusqu’à maintenant de situation pathologique dans laquelle il existe une 
diminution du taux plasmatique de Flt3-L. Cette baisse est difficilement explicable par une 
diminution du taux de prolifération des CSPH du clone leucémique (cf ci-dessous). Il nous faudra 
déterminer si la dysplasie des cellules de la niche hématopoïétique (cellules souches 
mésenchymateuses et/ou cellules endothéliales) contribue à cette diminution. 
La LMMC est la seule hémopathie connue qui soit constamment associée à une baisse du taux 
plasmatique de Flt3-L, d’autant plus marquée que la moelle est plus riche en pDCs. Les mécanismes 
de cette diminution de Fl3-L restent hypothétiques. 
Les pDCs inhibent la prolifération des cellules souches hématopoïétiques in 
vitro 
L’existence d’un dialogue entre cellules matures du clone et CSH dans les modèles murins de 
syndrome myéloprolifératif et le lien entre prolifération des CSPH et production de Flt3-L nous ont 
conduits à examiner l’impact des pDCs du clone leucémique sur la prolifération des CSPH dans la 
LMMC. L’accumulation des pDCs étant essentiellement médullaire, ces cellules sont au contact des 
CSPH dans le microenvironnement médullaire.  
Nous avons d’abord mis au point un système de co-culture des pDCs avec des cellules CD34+ 
autologues. Nous avons eu la surprise d’observer, chez les patients pauvres en pDCs, une inhibition 
de la prolifération des cellules CD34+ en présence d’un nombre élevé de leurs pDCs alors qu’aucun 
impact n’était observé lorsque la même expérience était réalisée avec des cellules de patients riches 
en pDCs. En fait, avant la co-culture, la prolifération des cellules CD34+ isolées était diminuée chez les 
patients riches en pDCs par rapport à celle des cellules CD34+ de patients pauvres en pDCs. La culture 
de cellules CD34+ de patients pauvres en pDCs en présence de quantités importantes de leurs pDCs 
triées réduisait l’index de prolifération des cellules CD34+ à un niveau proche de celui observé avant 
co-culture pour les cellules CD34+des patients riches en pDCs.  
Nous avons alors étudié l’impact des pDCs de patients riches en pDCs sur des cellules CD34+ 
hétérologues normales (issues de cytaphérèses) et observé une inhibition de la prolifération des 
CD34+ qui augmente avec le nombre de pDC ajouté à la co-culture. Cet effet ne semble pas spécifique 
de la source des pDCs puisqu’il a été observé avec des pDCs isolées de moelles de patients riches et 
pauvres en pDCs. Ce point nécessite d’être confirmé avec l’utilisation de pDCs isolées chez un 
donneur sain. En revanche, l’effet n’est détecté que si les cellules CD34+ prolifèrent suffisamment. 
Ces données suggèrent que l’accumulation de pDCs dans la moelle des patients atteints de LMMC est 
responsable d’une inhibition de la prolifération des CSH. 
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Cet effet ne semble pas lié à la production d’IFN de type I puisque la sécrétion d’IFNα par les pDCs de 
ces patients n’est pas très importante. En outre, le dosage d’IFNα dans le surnageant des moelles de 
patients et de moelles contrôles ne détecte que de faibles taux d’IFNα, sans différence entre patients 
et contrôles, et entre patients riches et pauvres en pDCs. 
La prolifération des CSPH de patients riches en pDC est diminuée, et les pDC réduisent la 
prolifération des cellules CD34+ en co-culture. Cette observation pourrait avoir un effet sur 
l’efficacité du ciblage thérapeutique des CSPH chez les patients atteints de LMMC si l’effet du 
médicament utilisé dépend du degré de prolifération cellulaire. 
 
La richesse en pDC promeut l’accumulation de lymphocytes T régulateurs 
sans avoir d’impact pronostique défavorable 
 
L’accumulation de cellules ayant une propension physiologique à sécréter des quantités massives 
d’IFNα dans la moelle de patients présentant une maladie à composante myéloproliférative pourrait 
avoir un impact bénéfique étant donnés les effets thérapeutiques de l’IFNα dans le traitement des 
néoplasmes myéloprolifératifs. A moins que ces cellules n’aient acquis un profil tolérogène en 
réduisant leur production d’IFNα tout en favorisant l’expansion des lymphocytes Tregs, comme cela a 
été observé dans des tumeurs solides, voire en stimulant la croissance des cellules tumorales et en 
leur conférant une résistance aux agents antinéoplasiques, comme cela a été rapporté dans le 
myélome multiple. 
Nous avons observé une diminution de la prolifération des CSPH de patients riches en pDC, qui est 
reproduite par la culture de cellules CD34+ de sujets sains en présence de pDCs de patients, mais ce 
mécanisme ne semble pas être lié à la production d’IFNα. Nous avons observé aussi une expansion 
significative des Tregs chez les patients riches en pDCs : ces patients présentaient une proportion 
plus importante de Tregs au sein des lymphocytes T et au sein des cellules mononucléées, dans la 
moelle et dans le sang, que les patients pauvres en pDCs et que les sujets contrôles. Cette corrélation 
entre richesse en pDC et expansion des Tregs n’est pas associée à une expression plus importante 
d’ICOS par les Tregs, ni à une expression d’ICOS-L par les pDCs, contrairement à ce qui a été décrit 
dans les mélanomes et les cancers du sein et de l’ovaire.  
L’étude des pDCs en cytométrie en flux a été réalisée de manière prospective. Nous n’avons pas 
encore le recul nécessaire pour évaluer l’impact d’un excès de pDCs sur la survie globale et la survie 
sans leucémie dans cette cohorte. Nous avons établi une collaboration avec deux équipes 
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américaines (Mrinal Patnaik à la Mayo Clinic, Rochester, et Eric Padron au Lee Moffitt Institute, 
Tampa), pour accéder à des biopsies médullaires (réalisées au moment du diagnostic aux Etats Unis 
mais pas en France). En immunohistopathologie utilisant les marqueurs CD123 et TCL-1, nous avons 
étudié la fréquence et l’impact sur la survie de la présence de pDCs médullaires dans une série 
rétrospective de 212 cas. Dans cette cohorte, la survie globale n’est pas significativement différente 
entre les patients riches et pauvres en pDCs mais il existe une tendance à une meilleure survie 
globale chez les patients riches en pDCs (P<0.06). Les patients riches en pDCs semblent cependant 
évoluer plus fréquemment vers la transformation en leucémie aigüe, ce qui suggère un effet 
protecteur des pDCs lorsque la maladie échappe à la transformation. Ces observations nécessiteront 
d’être validées dans une cohorte indépendante de patients. 
L’un des mécanismes susceptibles d’expliquer le risque augmenté de transformation en leucémie 
aiguë chez les patients riches en pDCs est l’expansion des Tregs. Dans les syndromes 
myélodysplasiques de faible risque, un microenvironnement inflammatoire est responsable de 
l’apoptose des progéniteurs hématopoïétiques et des cytopénies, tandis que les syndromes 
myélodysplasiques de haut risque présentent un microenvironnement anti-inflammatoire caractérisé 
par l’expansion des Tregs et des cellules myéloïdes suppressives favorisant la transformation en 
leucémie aiguë 342–344. Les mécanismes de l’interaction entre Tregs et pDCs dans le contexte 
spécifique de la LMMC restent à élucider. 
Dans une étude rétrospective portant sur 212 cas, il existe une tendance à l’amélioration de la survie 
globale chez les patients riches en pDCs, mais avec un risque élevé de transformation leucémique, à 
rapprocher d’une plus grande richesse en lymphocytes T régulateurs. 
 
La présence de pDCs dans la moelle ouvre des perspectives thérapeutiques 
 
Les pDCs représentent des cibles intéressantes pour des stratégies d’immunothérapie : leur potentiel 
immunogénique pourrait être rétabli par stimulation par des agonistes de TLR7 (comme l’imiquimod) 
ou TLR9, actuellement évalués dans des essais thérapeutiques précoces, en monothérapie ou en 
association. Par ailleurs, des vaccins à base de pDCs activées et chargées avec des antigènes 
tumoraux ex vivo ont donné des résultats prometteurs dans le mélanome 345. La combinaison avec 
des thérapies ciblées pourrait permettre d’augmenter l’efficacité de ces traitements 346.   
L’effet des agents hypométhylants sur les pDCs est peu connu. Le traitement par agents 
hypométhylants permet la réexpression par les cellules tumorales d’antigènes tumoraux 347et 
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augmente l’expression des molécules de costimulation 348. Au début d’un traitement hypométhylant, 
la combinaison d’un agoniste de TLR9 pourrait rétablir une immunité antitumorale efficace par le 
biais de la stimulation de lymphocytes T cytotoxiques. 
Une autre approche consiste à éliminer les pDCs pour s’affranchir de leur rôle tolérogène. Cette 
déplétion peut être effectuée à l’aide d’anticorps monoclonaux dirigés contre le CD123, nus, couplés 
à la toxine diphtérique (comme le SL-401 testé dans des modèles murins de myélome, ou dans des 
essais thérapeutiques précoces dans la leucémie aigüe à cellules dendritiques plasmocytoïdes) ou 
bispécifiques. Ces différents anticorps ont déjà été développés pour être testés dans la leucémie 
aigüe myéloïde ou la LAPDC, et certains sont en cours d’évaluation dans la LMMC. Le rationnel de ces 
traitements dans la LAM et la LMMC est une expression plus intense du CD123 par les progéniteurs 
hématopoïétiques et les monocytes tumoraux. L’impact de ces traitements sur la sous-population de 
patients riches en pDCs pourrait ouvrir des opportunités supplémentaires.  
Néanmoins, une compréhension plus approfondie des mécanismes régissant les interactions entre 
pDCs et cellules souches hématopoïétiques d’une part, système immunitaire et en particulier 
lymphocytes T d’autre part, est nécessaire pour envisager un ciblage thérapeutique rationnel des 
pDCs dans la LMMC. 
Des approches thérapeutiques émergentes permettent d’envisager de cibler les pDCs dans la LMMC, 
soit pour les détruire, soit pour les stimuler. Ces approches sont encore développées de façon 
relativement empirique, en l’absence de rationnel fort en faveur de l’une ou l’autre de ces 
approches. 
  
 103 
 
CONCLUSION 
 
Au terme de ce travail, la thèse que je défends est que 20 à 25% des patients atteints de leucémie 
myélomonocytaire chronique produisent d’authentiques cellules dendritiques plasmocytoïdes du fait 
de l’émergence d’un sous-clone porteur d’une ou plusieurs mutations de la voie Ras au sein du clone 
leucémique. Ces mutations confèrent aux progéniteurs myéloïdes une indépendance vis à vis de 
l’effet stimulant de Flt3-L et de l’effet inhibiteur du GM-CSF, conduisant à leur différenciation 
spontanée en pDC dans un contexte où, pour des raisons encore indéterminées, la production de 
Flt3-L est anormalement basse. Ces pDCs, qui gardent la capacité de produire de faibles quantité 
d’interféron alpha en réponse aux agonistes de TLR9 et de fortes quantités d’IL-8 en réponse aux 
agonistes de TLR7, inhibent la prolifération des cellules souches et progénitrices hématopoïétiques et 
leur accumulation est corrélée à une expansion des lymphocytes T régulateurs. Pourtant, et 
contrairement à ce qui a été décrit dans les tumeurs solides, l’accumulation de pDCs dans la leucémie 
myélomonocytaire chronique n’est pas associée à un pronostic défavorable, même si le risque de 
transformation leucémique semble élevé. Dans les années qui viennent, il sera utile de surveiller 
l’impact de la richesse en pDCs sur la réponse aux thérapeutiques en développement, voire de tester 
l’intérêt d’un ciblage thérapeutique des pDCs, stimulation ou inhibition, chez les patients riches en 
pDCs. 
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ANNEXES 
 
Eosinophil-rich tissue infiltrates in chronic myelomonocytic leukemia 
patients. 
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CMML: clinical and molecular aspects 
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Résumé : Une infiltration médullaire par des cellules 
plasmocytoïdes CD123+ est présente chez certains 
patients atteints de leucémie myélomonocytaire 
chronique  (LMMC),  mais  les mécanismes 
aboutissant à la génération de ces cellules, et leur 
impact sur l'évolution de la maladie n'ont jamais été 
explorés. En cytométrie en flux, nous avons détecté 
un excès de cellules mononucléées négatives pour 
les  marqueurs  de  lignée  lymphocytaires, 
monocytaires  et  granulocytaires,  et  exprimant 
CD123, HLA-DR, BDCA-2, BDCA-4 et CD4 dans 
la moelle de 39/161 patients (24%) . L'analyse de ces 
cellules en microscopie conventionnelle et 
électronique, en cytométrie en flux et leur analyse 
transcriptomique identifient ces cellules comme 
d'authentiques cellules dendritiques plasmocytoïdes 
(pDCs). Ces pDCs répondent à la stimulation par des 
agonistes de Toll-like receptor 9 (TLR9) et de TLR7 
en produisant respectivement de faibles quantités 
d'interféron alpha et de grandes quantités 
d'interleukine 8. 
Le séquençage d'exome complet de monocytes et de 
pDCs triés détecte une ou plusieurs mutations qui 
activent constitutivement la voie Ras chez tous les 
patients riches en pDCs, avec un certain niveau 
d'hétérogénéité sous-clonale. Les cellules CD34+ de 
patients LMMC riches en pDCs génèrent de grandes 
quantités de pDCs en culture ex vivo, y compris en 
l'absence de FMS-like tyrosine kinase 3-ligand (Flt3- 
L). Dans des expériences de coculture, les pDCs 
extraites de moelles de LMMC riches en pDC 
diminuent la prolifération des cellules CD34+ de 
manière dose-dépendante. L'augmentation des pDCs 
est associée à une expansion des lymphocytes T 
régulateurs (Tregs). L'analyse rétrospective d'une 
cohorte de 212 patients atteints de LMMC a montré 
un effet mitigé de l'infiltration médullaire par des 
cellules CD123+ TCL1+ sur la survie, avec une 
tendance à une meilleure survie globale chez les 
patients riches en pDCs, mais également un risque 
accru de transformation en leucémie aigüe. 
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Abstract: Bone marrow infiltration with 
plasmacytoid CD123high cells was identified in a 
fraction of patients with a chronic myelomonocytic 
leukemia (CMML), but the mechanisms promoting 
the generation of these cells and their impact on 
disease evolution remain poorly known. Using a 
multiparametric flow cytometry assay, we detect an 
excess of lineage-negative mononucleated cells 
expressing CD45, CD123, HLA-DR, BDCA-2, 
BDCA-4 and CD4 in the bone marrow of 39/161 
(24%) CMML patients. Conventional and electron 
microscopy, flow cytometry and gene expression 
analyses identify these cells as authentic 
plasmacytoid dendritic cells (pDCs). These pDCs 
respond to Toll-like receptor-9 (TLR9) and TLR7 
agonists by producing low levels of interferon alpha 
and high levels of interleukin-8 (IL-8), respectively. 
Whole exome sequencing of sorted monocytes and 
pDCs detects one or several mutations that 
constitutively  activate  the  Ras  pathway  in  every 
pDC-rich  patient,  with  some  subclonal 
heterogeneity. CD34+ cells from pDC-rich CMML 
produce high level of pDCs in ex vivo culture, even 
in the absence of FMS-like tyrosine kinase 3 ligand 
(FLT-3L).  In  co-culture  experiments,  pDCs 
collected   from   the   bone   marrow   of   pDC-rich 
CMML decrease the proliferation of CD34+ cells in 
a  dose-dependent  manner.  pDC  increase  is 
associated with an expansion of CD4+ regulatory T 
cells (Tregs).  Retrospective analysis of a cohort of 
216 CMML patients detected a mitigated effect of 
bone marrow infiltration with CD123high, TLC1+ 
cells on disease outcome, including a trend for a 
better overall survival of patients with a pDC excess 
but  also  an  increased  risk  of  leukemic 
transformation. 
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